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La progresión tumoral induce la formación de nuevos vasos sanguíneos que son 
aberrantes e hiperpermeables. Estos vasos reducen la perfusión tumoral y la llegada de 
quimioterapéuticos, además de alterar la diapédesis de los leucocitos hacia el tumor. Este 
proceso de anormalización es reversible, al menos durante una ventana temporal. La 
normalización de la vasculatura tumoral ha mostrado ser una estrategia en la clínica para 
aumentar la eficacia de las terapias antitumorales. Nuestra hipótesis es que la 
anormalización vascular en los tumores puede deberse a la exposición de los vasos 
sanguíneos a la inflamación crónica característica del microambiente tumoral. 
En este trabajo utilizamos como agente anti-inflamatorio la estatina natural 
lovastatina (Lov), un inhibidor de la biosíntesis de colesterol, en varios modelos tumorales de 
ratón. El tratamiento con Lov indujo la normalización de los vasos sanguíneos, reflejándose 
en una mejora de la eficiencia de la quimioterapia y un aumento en la infiltración selectiva de 
linfocitos T. Mediante la búsqueda de dianas moleculares mediadoras de estos efectos, 
identificamos a la superóxido dismutasa extracelular (SOD3), la principal enzima 
antioxidante del espacio extracelular, cuya expresión se encuentra disminuida en algunos 
tumores. El tratamiento con Lov induce la expresión de la SOD3 en el microambiente 
tumoral, y esto aumenta la eficiencia de la quimioterapia, reduce la permeabilidad vascular y 
potencia de forma específica la migración de las células T CD3+.  La reducción de la 
permeabilidad mediada por la SOD3 es dependiente de su actividad enzimática y del 
aumento de la biodisponibilidad del NO cerca de los vasos, siendo este NO el que induce la 
expresión de la cadherina del endotelio vascular (VEC). El efecto de la SOD3 sobre la 
migración diferencial de linfocitos implica la inhibición de la actividad del factor nuclear 
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B (NF-κB). SOD3 atenúa la 
actividad NF-κB en las células endoteliales al reducir la degradación de su inhibidor IκBα, lo 
que disminuye la localización nuclear de NF-κB y su actividad transcripcional. Un hallazgo 
sorprendente es que la inhibición de la actividad NF-κB inducida por la SOD3 requiere la 
secreción de SOD3 en exosomas y su internalización en las células endoteliales de forma 
paracrina/autocrina. 
En resumen, nuestros resultados sugieren que la SOD3 es una enzima que regula la 
función endotelial en tumores siendo una posible diana terapéutica a través de la cual se 
podría modificar la composición del estroma con el fin de mejorar tanto la quimioterapia 
como la inmunoterapia. 
 
 




























Tumour progression induces the formation of new blood vessels that are 
aberrant and hyperpermeable.  This abnormalization reduces tumour perfusion as 
well as delivery of chemotherapeutics, and hinders leukocyte diapedesis; this state is 
nonetheless at least temporarily reversible.  Normalization of the vasculature is a 
clinical strategy that can improve anti-tumour therapies.  We hypothesize that the 
abnormal vascularization of tumours is due to exposure of these vessels to the 
chronic inflammation that characterizes the tumour microenvironment. 
In this study, we used lovastatin (Lov), a natural statin that inhibits cholesterol 
biosynthesis via the mevalonate pathway, given its anti-inflammatory activity in 
various murine tumour models. Lov treatment induced blood vessel normalization, 
which was reflected as improved chemotherapeutic effectiveness and a specific 
increase in T lymphocyte infiltration.  By searching for molecular targets that mediate 
these effects, we identified extracellular superoxide dismutase (SOD3), the principal 
antioxidant enzyme in the extracellular space and whose expression is reduced in 
some tumors.  Lov treatment induces SOD3 expression in the tumor 
microenvironment, which increases chemotherapy efficiency, reduces vascular 
permeability, and specifically potentiates CD3+ T cell migration.  The reduction in 
SOD3-mediated permeability depends on its enzyme activity and increased 
bioavailability of nitric oxide near the vessels, which induces expression of vascular 
endothelial cadherin (VEC). The SOD3 effect on differential lymphocyte migration 
involves inhibition of NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 
cells).  SOD3 attenuates NF-κB activity in endothelial cells by reducing the 
degradation of its inhibitor IκBα, which decreases the nuclear localization of NF-κB as 
well as its transcriptional activity.  An unanticipated finding was that inhibition of 
SOD3-induced NF-κB activity requires SOD3 secretion into exosomes and its 
paracrine/autocrine internalization in endothelial cells. 
In summary, our results suggest that the enzyme SOD3 regulates endothelial 
function in tumors and is a potential therapeutic target through which stroma function 


























        INTRODUCCIÓN 
31 
El microambiente tumoral (MT) es el producto de una red de comunicación entre 
componentes celulares y no celulares que determinan las características típicas de 
los tumores sólidos. Estos componentes incluyen principalmente las propias células 
tumorales, células endoteliales, fibroblastos, células del sistema inmune, además de 
componentes de la matriz extracelular  (Nyberg, 2008). Las condiciones dentro del MT 
son diferentes a las de un tejido normal y se caracterizan por presentar hipoxia, bajo 
pH y bajos niveles de glucosa. El MT juega un papel crítico en la evolución de las 
neoplasias, ya que la progresión o inhibición del crecimiento tumoral está 
íntimamente ligada a la integración de las señales liberadas por dicho microambiente 
(Wang et al., 2017). Por lo tanto, los elementos del MT que promueven el desarrollo 
tumoral serían dianas terapéuticas mediante las cuales se podría inhibir la progresión 
de las neoplasias (Witz, 2006). Este es el caso de la respuesta inflamatoria y la 
angiogénesis, para las cuales existen fármacos que se han mostrado eficaces en 
tumores sólidos. 
El interés de este trabajo se centra en estudiar las estrategias para modificar las 
características de la vasculatura tumoral y su repercusión en mejorar la quimioterapia 
así como modificar la respuesta inflamatoria hacia un fenotipo anti-tumoral.  
 
 
1. La reacción inflamatoria en el cáncer 
 
La inflamación es la principal respuesta de defensa del organismo frente a la 
infección (microbiana o viral) que se activa como consecuencia de la muerte celular. Esta 
respuesta se desencadena con el fin de estimular la regeneración de los tejidos lesionados y 
combatir los patógenos. Sin embargo, la inflamación crónica puede iniciar o promover 
diversas patologías, como la fibrosis, la metaplasia y el cáncer. Hasta un 25% de los 
cánceres están relacionados con la inflamación (Shrihari, 2017). La gran mayoría de los 
tumores se caracterizan por generar un MT inflamatorio, incluso si el desarrollo del tumor no 
es consecuencia de una inflamación crónica (Grivennikov et al., 2010). La infiltración de 
células inmunes en el tumor puede tanto desencadenar una respuesta anti-tumoral como 
promover activamente la tumorigénesis, dependiendo de la composición y la polarización de 
las células inmunes reclutadas (Shalapour and Karin, 2015). De manera que la presencia de 
determinadas células inmunes (linfocitos T CD8+, NK y NKT) se ha asociado con un buen 
pronóstico en algunos tumores humanos (Assaf et al., 2014; Telma et al., 2012). Por el 
contrario, la infiltración masiva de células de origen mieloide, como células mieloides 
supresoras (MDSCs) y macrófagos asociados al tumor (TAMs), o de células T reguladoras 
(Tregs) se correlaciona con estadios avanzados y con la progresión de la enfermedad para 
diversos tipos de tumores (Draghiciu et al., 2015; Liu et al., 2015c; Sato et al., 2005).  
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Burnet y Thomas establecieron la teoría de la inmunovigilancia del cáncer, proceso por 
el cual tanto las células innatas como las adaptativas reconocen los antígenos asociados a 
tumores desencadenando así su eliminación (Burnet, 1970). Posteriormente, Dunn y 
Schreiber desarrollaron el concepto de inmunoedición del cáncer, el cual está compuesto 
por tres fases: eliminación, equilibrio y escape (Dunn et al., 2002). En primer lugar, las 
células inmunes efectoras, tales como las células NK eliminan las células transformadas 
iniciales. Esta eliminación da como resultado una selección de variantes tumorales que 
tienen baja inmunogenicidad y que son resistentes a las células inmunes efectoras, 
alcanzando así la fase de equilibrio. Finalmente, cuando el tamaño del tumor es detectado 
mediante diagnóstico por imagen, los factores solubles derivados del tumor (TDSFs) 
inducen mecanismos de escape inmunológico (Kim et al., 2006).  Conforme evoluciona el 
tumor, la constante interacción entre los componentes inmunes y del MT conduce a una 
modificación en la composición del infiltrado que soporta –en lugar de inhibir- el crecimiento 
tumoral (Cimino-Mathews et al., 2015). 
 
1.1. Infiltrado inflamatorio: composición e implicaciones 
En la mayoría de los tumores, la inmunovigilancia está funcionalmente representada por 
la presencia de linfocitos infiltrantes del tumor (TILs) en la masa celular neoplásica. De 
hecho, la transferencia adoptiva de TILs puede restringir el crecimiento tumoral eficazmente 
(Turcotte et al., 2013). Los TILs que se identifican en las biopsias se componen 
principalmente de células T CD4+ colaboradoras (o helper; Th), células T CD8+ citotóxicas 
(CTL), y células T reguladoras (Treg, CD4+/CD25+/FOXP3+). Generalmente, las células T 
citotóxicas CD8+ (CTL) y las células T colaboradoras CD4+ (Th)1 previenen el desarrollo del 
cáncer a través de mecanismos que involucran la producción de interferón IFN-γ y 
citotoxinas (Zamarron y Chen, 2011). Las células Treg, por el contrario, suprimen las 
funciones de algunas células inmunitarias liberando citoquinas que inhiben la activación o 
suprimen la actividad efectora de las células T CD4+ y CD8+. En algunos tumores las Tregs 
también potencian la función anti-tumoral de las células NK mediante el aumento en la 
producción del ligando Fas y de perforina (Bergmann et al., 2011).  
Los macrófagos son un componente esencial de la inmunidad innata en seres 
humanos, que pueden representar hasta el 50% de la masa tumoral, y se les denomina 
macrófagos asociados a tumores (TAM). Los TAM promueven la proliferación de células 
cancerosas, estimulan la angiogénesis tumoral y la descomposición de la matriz 
extracelular, suprimen la respuesta inmunitaria anti-tumoral y potencian la invasión tumoral y 
la metástasis (Qian y Pollard, 2010). Los TAMs pueden presentar un fenotipo M1 o 
macrófago clasicamente activado o bien M2 o macrófago alternativamente activado (Davies 
et al., 2013).  
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Los macrófagos M1 participan en la respuesta inflamatoria, eliminación de patógenos e 
inmunidad antitumoral (Chanmee et al., 2014). Por el contrario, los macrófagos M2 están 
asociados con un mal pronóstico en muchos tipos de cáncer ya que pueden promover la 
progresión del ciclo celular e inhibir la apoptosis (Pollard, 2004). A medida que el tumor 
evoluciona, los diferentes factores que se generan en el  MT hacen que los TAM cambien su 
estado de diferenciación de M1 a M2, el cual promueve la progresión tumoral (Chanmee et 
al., 2014).  
En el estroma del tumor, no sólo se han encontrado células inmunitarias 
completamente diferenciadas, sino que también se han identificado una gran variedad de 
células progenitoras mieloides parcialmente diferenciadas (Murdoch et al., 2008). Estas 
células mieloides infiltrantes de tumores (MDSCs) coexpresan el marcador de macrófagos 
CD11b y el marcador de neutrófilos Gr1, cuya función es la de suprimir la actividad de los 
CTL y de células NK (Qian and Pollard, 2010; Ostrand-Rosenberg y Sinha, 2009). Además 
las MDSCs favorecen la proliferación celular, la angiogénesis por activación de STAT-3, la 
invasión a través de las metaloproteasas de matriz (MMP) que degradan la matriz y la 
transición epitelio-mesénquima mediada por la secreción del TGF-β (factor de crecimiento 
transformante, beta), HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) y FGF (factor de 
crecimiento fibroblástico) (Katoh y Watanabe, 2015; Shrihari, 2016).   
1.2. Tráfico de leucocitos en el tumor  
Una de las etapas que condiciona la respuesta inflamatoria frente a un tumor es la 
extravasación de leucocitos desde el torrente sanguíneo (Sánchez-Madrid y del Pozo, 
1999). Esta  extravasación es un proceso que requiere de la actividad coordinada de 
moléculas de señalización como las quimioquinas y de moléculas de adhesión, así como de 
componentes del citoesqueleto (Vicente-Manzanares y Sánchez-Madrid, 2004). 
Las quimioquinas son proteínas de la familia de las citoquinas de bajo peso 
molecular cuya función principal es el reclutamiento de leucocitos específicos al sitio del 
tumor. Estas quimioquinas regulan la adhesión de los leucocitos al endotelio (Oelkrug y 
Ramage, 2014) y colaboran en su activación (Murphy et al., 2008). En algunos tumores, se 
induce la expresión de ciertas quimioquinas que regulan la respuesta inmune en beneficio 
del crecimiento tumoral. Un ejemplo es la quimioquina CCL22 en cáncer de mama y ovario, 
la cual es responsable de la acumulación de células Tregs en el tumor generando un 
microambiente de supresión de la respuesta inmune (Curiel et al., 2004). Sin embargo, 
también se puede crear un ambiente de quimioquinas que favorecen la respuesta inmune 
anti-tumoral.  
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En este sentido, es interesante destacar el caso de la quimioquina CXCL16, cuya inducción 
en cáncer colorectal se ha asociado con la infiltración de células T CD4+ y CD8+, resultando 
en un aumento en la supervivencia (Hojo et al., 2007). Además, algunas quimioquinas tienen 
doble función en la regulación de la respuesta inmune. Este es el caso de CCL2, cuya 
sobreexpresión se asocia con un buen pronóstico, ya que suprime la formación de tumores 
mediante el aumento de la infiltración de células efectoras en modelos animales (Lanca et 
al., 2013; Rollins and Sunday, 1991) y en cánceres humanos (Kehlen et al., 2014; Peña et 
al., 2015). Mientras que en otros tipos de cánceres se asocia con mal pronóstico  ya que 
está directamente relacionada con la respuesta inmunosupresora generada por las MDSCs 
y los TAM (Izumi et al., 2013, Li et al., 2013, Schmall et al., 2015; Stewart et al., 2009). Por 
lo tanto, las quimioquinas expresadas en el MT van a dictar el tipo de células inmunes que 
infiltran el tumor, determinando la evolución del mismo.  
En este ambiente inflamatorio las células endoteliales de la microvasculatura se 
activan. Esta activación permite a los leucocitos circulantes reconocer el endotelio vascular 
de los tejidos inflamados e interaccionar con la pared de los vasos sanguíneos a través de 
una serie de pasos conocidos como captura, rodamiento, anclaje, adhesión y migración 
transendotelial (Vestweber, 2015) (FIG. 1). El primer paso es la interacción entre el leucocito 
y la célula endotelial a través de las selectinas del endotelio (tanto la P- como la E-selectina) 
y del leucocito (L-selectina) que permiten el rodamiento por la superficie del endotelio 
inflamado (McEver, 2015). Este rodamiento hace que el leucocito se aproxime a la célula 
endotelial permitiendo la unión de ciertos quimioatrayentes presentados por el endotelio, 
tales como C5a, a sus receptores específicos en los leucocitos (Alon y Feigelson, 2012). 
Esta unión estimula la señalización que activa a las integrinas y provoca  la adhesión firme 
de los leucocitos a través de sus ligandos expresados por las células endoteliales. Las 
principales integrinas implicadas en esta adhesión son αLβ2 (LFA1, lymphocyte function 
associated antigen 1) y α4β1 (VLA4, very late antigen 4), y sus ligandos ICAM1 (intercelular 
adhesion molecule 1) y VCAM1 (vascular cell adhesion molecule 1), respectivamente (van 
Buul, 2007). Una vez que se establecen estas interacciones, el leucocito se detiene y 
atraviesa la barrera endotelial para su migración transendotelial. Esta migración ocurre 
generalmente entre dos células endoteliales (diapédesis paracelular) cuya separación está 
mediada por señales inducidas por el leucocito, pero también puede ocurrir  atravesando 
directamente la propia célula endotelial (diapédesis transcelular) (Vestweber, 2015). En 
ambos procesos de diapédesis intervienen moléculas y receptores de adhesión tales como 
PECAM1 (platelet endotelial cell adhesion molecule 1) (Muller, 1995), JAMs (junctional 
adhesion molecules) (Nourshargh et al., 2006), ESAM (endotelial cell-selective adhesion 
molecule) (Wegmann, et al., 2006), CD99 (Schenkel et al., 2002), PVR (poliovirus receptor) 
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(Reymond et al., 2004) y otros.  Algunas moléculas son exclusivas de la vía paracelular, 
como es el caso de la cadherina del endotelio vascular (VEC, cadherina 5 o CD144), 
actuando como una barrera para la transmigración (Schulte et al., 2011). Mientras que la 
proteína PV1 (plasmalemma vesicle 1) parece ser exclusiva de la vía transcelular (Stan et 
al., 2004). 
Figura 1. Proceso de extravasación de leucocitos. Representación de las principales etapas en la 
extravasación de leucocitos, así como de las principales moléculas que participan en el anclaje, rodamiento, 
activación, adhesión y transmigración de los leucocitos desde el lumen del vaso sanguíneo hacia el tejido. Figura 
adaptada de Vestweber, 2015. 
 
2. Angiogénesis tumoral 
Los vasos sanguíneos distribuyen oxígeno y nutrientes a todas las partes del cuerpo, 
eliminan los productos de desecho y proporcionan un sistema de transporte para las células 
del sistema inmune (Carmeliet y Jain, 2011). Los tumores sólidos secretan factores que 
estimulan la formación de nuevos vasos a partir de vasos prexistentes, proceso que se 
conoce como angiogénesis, una etapa esencial para el crecimiento tumoral (Carmeliet y 
Jain, 2000; Verheul et al., 2004; Jain, 2001). 
 
2.1.  Características estructurales y funcionales de la vasculatura 
tumoral  
Los vasos sanguíneos que irrigan el tumor, al igual que los de los tejidos sanos, 
están formados por células endoteliales (EC), células murales (o pericitos) y membrana 
basal. Sin embargo, se diferencian de los vasos sanguíneos normales en su estructura, ya 
que son variables en tamaño, forma y patrón de ramificación y en su función (Baluk, 2005). 
El tumor genera un desequilibrio en factores pro- y anti-angiogénicos que inducen la 
migración y proliferación de células endoteliales. El exceso de células endoteliales y células 
perivasculares anómalas contribuye a la formación de vasos tortuosos, dilatados y saculares 
que están mal organizados y son hiperpermeables (Baish et al., 2000). Los vasos tumorales, 
además, carecen de uniones fuertes en la monocapa de celulas endoteliales, esencial para 
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la función barrera. La débil unión entre las EC en tumores causa aperturas en los vasos y 
una pérdida de permeabilidad selectiva (Hashizume et al., 2000). En condiciones normales, 
la presión del líquido dentro de los vasos sanguíneos es mayor que en el tejido circundante. 
Sin embargo, en tumores sólidos, debido a la filtración de los vasos, el fluido que se escapa 
a través de ellos genera hinchazón (edema) y aumenta la presión en los tejidos (Jain, 1988; 
Boucher y Jain, 1992).  
El resultado neto es una red vascular caótica y heterogénea de vasos 
hiperpermeables generando un microambiente tumoral caracterizado por: i) hipertensión, 
debido a la elevada presión del fluido intersticial (Heldin et al., 2004), ii) hipoxia, debido a la 
baja perfusión de los vasos sanguineos y iii) bajo pH, debido al metabolismo anaeróbico. 
Estas características patofisiológicas de los tumores sólidos incrementan la resistencia al 
flujo sanguíneo y afectan al suministro de sangre, así como a la entrega y efectividad de las 
terapias citotóxicas convencionales y/o a la función de las células inmunitarias (Jain, 1988; 
Padera et al., 2004; Hamzah, J. et 2008) (FIG. 2A, B). 
                     
Figura 2. Diferencias entre los vasos sanguíneos en tejidos sanos y en tumores. A) En el tejido sano, la 
unión entre las ECs es estable, manteniendo firme unión a los pericitos, formando una barrera endotelial 
funcional. B) En el tumor hay pérdida de unión entre ECs, así como a los pericitos, perdiéndose la integridad de 
la vasculatura. Figura adaptada de Carmeliet y Jain, 2011. 
2.2.  Efectos de la normalización de la vasculatura tumoral sobre la 
quimioterapia e inmunoterapia del cáncer 
A principios del año 1971 se postuló la idea del uso de la terapia anti-angiogénica 
como tratamiento del cáncer (Folkman, 1971). Posteriormente se puso en práctica en la 
clínica mediante el uso de los inhibidores de VEGF, que son los fármacos anti-angiogénicos 
más utilizados. Estos fármacos inhiben la angiogénesis tumoral y alteran el estado 
inmunológico en el microambiente tumoral. Especialmente afectan a la relación y 
características de las células T reguladoras (Tregs) (Bruno et al., 2014; Samples et al., 
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2013), disminuyendo el número de células y aliviando la inmunosupresión asociada al tumor. 
Sin embargo, el tratamiento prolongado con terapias anti-angiogénicas puede destruir la 
mayoría de los vasos y, en paralelo, los tumores pueden adquirir vías alternativas de 
angiogénesis en respuesta a la hipoxia que se genera (Carmeliet y Jain, 2000). Además 
disminuyen el suministro sanguíneo del tumor, reduciendo así la efectividad de la 
radioterapia y quimioterapia (Jain, 2005). Por ejemplo, en los tumores sólidos, la hipoxia 
induce resistencia al tratamiento con quimioterapéuticos como la doxorrubicina (Sullivan, 
2008; Frederiksen, 2003).  El acceso y la función de las células inmunitarias antitumorales 
también se reducen con el tratamiento anti-angiogénico.  
La normalización vascular fue inicialmente identificada como el proceso de 
remodelación vascular en xenoinjertos de células tumorales humanas en ratón, donde se 
demostró que la terapia citotóxica aplicada durante el periodo de normalización vascular 
tenía mejor resultado (Winkler et al., 2004). Este proceso se caracteriza por una reducción 
en el diámetro de los vasos sanguíneos, en la permeabilidad y en la presión del fluido 
intersticial. Una de las consecuencias de esta normalización es el aumento del reclutamiento 
de pericitos que conlleva un incremento en la maduración de los vasos; en último término 
esto causa un aumento en la perfusión vascular y en la oxigenación del tumor (Jain et al., 
2007; Crawford y Ferrara, 2009; Izumi et al., 2002; Jain, R. K. et al., 1998; Carmeliet, 2005).  
El bloqueo de VEGF normaliza la vasculatura lo que mejora la eficacia de la 
quimioterapia, aumentando la liberación de fármacos citotóxicos, y de la inmunoterapia 
potenciando el reclutamiento de células inmunitarias (Shrimali et al., 2010). Esto sugiere que 
si se corrigiera la estructura y función de los vasos, se podría normalizar el microambiente 
tumoral para la mejora de las terapias antitumorales convencionales (Jain, 2001). Por 
ejemplo, en el tratamiento de glioma ortotópico en ratón, el uso de DC101, un anticuerpo 
monoclonal para VEGFR2, generó cambios en la estructura de la vasculatura, aumentando 
la oxigenación del tumor. Este aumento en la oxigenación durante la normalización temporal 
potenció la respuesta del tumor a la radioterapia (Winkler, 2004). La respuesta a la 
quimioterapia también se ve mejorada tras la normalización vascular, ya que las células 
tumorales son más sensibles a los fármacos citotóxicos debido a la elevada tasa de 
proliferación (Willett, C.G. et al. ,2004). 
Numerosos estudios también implican al factor del crecimiento placentario (PlGF), 
miembro de la familia VEGF, en la inducción de vasos tumorales aberrantes. A diferencia del 
VEGF, el PlGF induce selectivamente la angiogénesis asociada a enfermedades, siendo 
prescindible en la angiogénesis fisiológica (Fischer et al., 2008). La reducción de los niveles 
de PlGF en el tumor induce la maduración de los vasos sanguíneos, reduce la 
permeabilidad, aumenta la oxigenación del tumor y la respuesta a la quimioterapia, además 
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de inducir la polarización de los TAMs hacia un fenotipo M1 (Rolny et al., 2011). Por lo tanto, 
el bloqueo de PlGF también induce la normalización de la red vascular.  
Estos datos indican que la normalización de la vasculatura  se limita a una ventana 
transitoria, siendo interesante investigar cómo prolongar esta “ventana de normalización” 
para aumentar la eficacia de la quimioterapia (Carmeliet y Jain, 2000). 
 
2.3.  Papel de la VE-cadherina (VEC) en la función barrera del 
endotelio tumoral 
Desde una perspectiva molecular, la función barrera endotelial se basa en varios 
sistemas de adhesión célula-célula entre las EC, incluyendo las uniones adherentes (AJ) y 
las uniones estrechas (TJ), cuyo control es esencial para la homeostasis vascular (Giannotta 
et al., 2013).  La VEC es responsable del ensamblaje de las uniones adherentes 
endoteliales y de la arquitectura de la barrera endotelial (Giannotta et al., 2013).  Ésta es 
una proteína transmembrana que interacciona homotípicamente con otra VEC de una célula 
adyacente a través de su dominio extracelular. La región intracelular de la VEC interactúa 
con proteínas citoplasmáticas tales como β-catenina y p120-catenina, las cuales anclan la 
VEC al citoesqueleto de actina y controlan las señales generadas por esta molécula. Estas 
señales incluyen la modulación de la respuesta de las EC a factores angiogénicos, señales 
de quiescencia y polaridad, así como la interacción de las EC con células murales 
(Giannotta et al., 2013). Además, los cambios en la función, localización o expresión de la 
VEC desestabilizan gravemente la vasculatura en embriones y adultos (Gory-Fauré et al., 
1999; Crosby et al., 2005).  
La expresión de la VEC en el endotelio se asocia normalmente a un estado anti-
proliferativo de las células, como consecuencia en parte de la reducida actividad del receptor 
2 de VEGF (Giannotta et al., 2013). Sin embargo, la VEC también aparece en el endotelio 
del tumor pero sufre algunas modificaciones. El ambiente hipóxico de un tumor y los bajos 
niveles de óxido nítrico (NO) aumentan la permeabilidad vascular mediante la degradación 
de la β-catenina (Lai et al., 2011). Además se liberan metaloproteasas que degradan el 
dominio extracelular de la VEC, perdiéndose la interacción homotípica en la célula 
adyacente. Esto tiene como consecuencia la pérdida de permeabilidad selectiva, y el 
aumento en la extravasación celular.  Además, en tumores sólidos el incremento en la 
cantidad del factor de necrosis tumoral (TNFα) y VEGF dan lugar a la fosforilación de 
residuos tirosina o serina de la VEC que induce su internalización, redistribución o su 
degradación (Giannota et al., 2013; Wessel et al., 2014). 
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2.4.  Activación de NF-κB en las células endoteliales 
El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B (NF-κB) 
es uno de los reguladores principales de la respuesta inflamatoria. Además controla un 
amplio espectro de efectos biológicos como la angiogénesis, la proliferación, la apoptosis, la 
diferenciación celular y la tumorigénesis (Rahman y Fazal, 2011; Karin y Greten, 2005). La 
familia de NF-κB en mamíferos consiste en cinco proteínas, p65 (RelA), RelB, c-Rel, 
p105/p50 (NF-κB1), y p100/52 (NF-κB2), las cuales comparten un dominio de homología Rel 
por el que se asocian unas a otras formando homo- y heterodímeros; la formación de dichos 
dímeros es necesaria para su actividad transcripcional (Oeckinghaus y Ghosh, 2009).  
En condiciones basales, los dímeros de NF-κB están unidos a los inhibidores IκB, 
que secuestran a NF-κB en el citoplasma impidiendo su localización en el núcleo. En 
presencia de estímulos que activan a NF-κB, se inicia la fosforilación de las proteínas IκB 
por el complejo quinasa de IκB (IKK). Este complejo consiste en dos quinasas 
catalíticamente activas, IKKα e IKKβ, y la subunidad reguladora IKKγ (NEMO). La 
fosforilación de IκB es una señal para la ubiquitinación mediada por los complejos E3 
ubiquitina ligasa y su consecuente degradación por el proteosoma 26S. De esta manera se 
liberan los dímeros de NF-κB para su localización en el núcleo (De Martin et al., 2000).  
Existen dos vías principales de activación de NF-κB, conocidas como canónica y no 
canónica. La vía canónica es inducida por los siguientes receptores: receptor del factor de 
necrosis tumoral (TNFR), receptor de interleucina 1 (IL-1R), receptores de antígeno y de 
reconocimiento de patrones, incluyendo el receptor Toll-like receptor 4 (TLR4). Esta vía se 
define como dependiente de IKKβ y NEMO que median la fosforilación de IκBα, 
desencadenándose así su poli-ubiquitinacion y degradación vía proteosoma. Esto permite la 
localización nuclear de la mayoría de los heterodímeros que contienen a p65. La vía no 
canónica es inducida por ciertas citoquinas de la familia de TNF, como la linfotoxina-β (LTβ), 
el factor de activación de células B (BAFF), CD40L, y LPS.  Esta vía implica la fosforilación 
mediada por IKKα de p100 asociada a RelB, lo que conduce a la poli-ubiquitinación y al 
procesamiento parcial de p100. Este proceso da lugar a la generación de complejos p52-
RelB transcripcionalmente activos (Pomerantz y Baltimore 2002) (FIG. 3). 
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Figura 3. Activación de la señalización de NF-κB a través de las vías canónica y no 
canónica. En ambos casos, la activación de NF-κB mediante las diferentes citoquinas y moléculas 
asociadas a patógeno se traduce en su entrada al núcleo y la activación de los genes diana. La vía 
canónica es activa en la inmunidad innata, inflamación y la supervivencia celular; mientras que la vía 
no canónica media la inmunidad humoral.  
 
NF-κB se activa constitutivamente en la mayoría de los cánceres, tanto en las células 
tumorales como en las células del microambiente tumoral (Karin y Greten, 2005). Su 
activación en las células tumorales induce la expresión de los genes que participan en la 
supervivencia celular y proliferación, mientras que en las células del estroma activa la 
expresión de citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento  (Grivennikov et al., 2010; 
Karin y Greten, 2005). En el endotelio, NF-κB está implicada en una serie de funciones 
como es la remodelación de la microvasculatura, ya que induce la expresión de moléculas 
de adhesión y aumenta la permeabilidad de los vasos (Rahman y Fazal, 2011).  
Además, NF-κB juega un papel fundamental en el reclutamiento de leucocitos 
circulantes a los sitios inflamados a través del control de un programa transcripcional 
proinflamatorio específico, pues induce la expresión de moléculas de adhesión (P- y E-
selectina, ICAM-1, VCAM-1), citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFα, etc) y 
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3. Las estatinas como agentes anti-inflamatorios y anti-tumorales 
Las estatinas son una familia de compuestos que inhiben la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa. Esta enzima cataliza la reacción de 
conversión de acetil-CoA en ácido mevalónico en la vía de biosíntesis de colesterol.  La 
principal aplicación clínica de las estatinas es la reducción de los niveles de colesterol en 
sangre (Bronner et al., 1995).  
Las estatinas se clasifican en base a sus propiedades hidrofílicas/lipofílicas. Las 
estatinas hidrofílicas (pravastatina y rosuvastatina) no son capaces de penetrar la bicapa 
lipídica de las membranas celulares. Sin embargo, las estatinas lipofílicas (lovastatina, 
sinvastatina, atorvastatina y fluvastatina) pueden directamente atravesar las membranas 
celulares y, además de disminuir el colesterol en el hígado, pueden ejercer efectos 
pleiotrópicos en tejidos extrahepáticos (Ichihara y Satoh, 2002).  
Al inhibir la síntesis de colesterol, las estatinas también previenen la formación de los 
intermediarios isoprenoides farnesilpirofosfato (FPP) y geranilgeranilpirofosfato (GGPP) 
(Brown y Goldstein, 1990). Estos isoprenoides están involucrados en la modificación 
postraduccional de numerosas proteínas de señalización, como pequeñas proteínas G 
heterotriméricas, lamina A nuclear y las GTPasas Ras, Rho, Rab, Ral y Rap, permitiendo su 
correcta localización subcelular y tráfico intracelular (Cordle et al., 2005; Greenwood, et al., 
2006). Estas proteínas son responsables de numerosas funciones celulares como la 
remodelación del citoesqueleto, la endocitosis, la adhesión celular, la motilidad y la 
expresión génica, por lo que las estatinas podrían afectar a numerosos procesos 
independientemente de la regulación de los niveles de  colesterol plasmático.  
Aunque son usadas en el tratamiento de la hipercolesterolemia y la prevención de 
enfermedades coronarias (Safwat et al., 2017), existen análisis preclínicos donde se usan 
las estatinas en el tratamiento de numerosas enfermedades como colitis inflamatoria, 
enfermedad renal crónica (Honore et al., 2016; Kimura et al., 2016), leucemia linfocítica 
crónica (Benakanakere et al., 2014), esclerosis múltiple, artritis reumatoide (McCarey et al., 
2004), en la enfermedad de reacción de injerto contra huésped (Broady y Levings, 2008), en 
síndromes de envejecimiento prematuro (Varela et al., 2008), así como en el tratamiento del 
cáncer (Demierre et al., 2005). Los efectos beneficios de las estatinas en estas 
enfermedades son el resultado de su actividad anti-inflamatoria y/o inmunomoduladora en 
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3.1. Efectos anti-inflamatorios de las estatinas 
Uno de los efectos pleiotrópicos de las estatinas es la atenuación de la respuesta 
inflamatoria al disminuir las propiedades inflamatorias de los leucocitos circulantes y la 
síntesis de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas de adhesión en las células endoteliales. 
Los efectos anti-inflamatorios de las estatinas también están relacionados principalmente 
con la inducción de la expresión de eNOS (Dulak y Józkowicz, 2005). En este sentido, uno 
de los mecanismos por los que las estatinas inhiben la interacción entre los leucocitos y las 
células endoteliales es a través de la reducción en la expresión de las selectinas P y E en 
las células endoteliales, mediada por la inhibición en la liberación de NO y de la vía de NF-
κB, respectivamente (Yoshida et al., 2001) (Stalker et al., 2001; Prasad et al., 2005). 
Algunas estatinas también inhiben la expresión de LFA-1 e ICAM-1 (Niwa et asl., 1996), y de 
VLA-4 (Yoshida et al., 2001) en monocitos reduciendo su interacción con las células 
endoteliales.  Las estatinas también afectan a la extravasación de leucocitos a través de la 
regulación de la expresión de las quimioquinas. Esta regulación se lleva a cabo mediante la 
inhibición de la vía de NF-κB (Greenwood y Mason, 2007). Se ha descrito que el tratamiento 
con estatinas disminuye los niveles de CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL2, CXCL8, 
CXCL10 y CXCL16 en las células endoteliales, responsables de la quimiotaxis de linfocitos 
T, monocitos y neutrófilos (Mira y Mañes, 2009). Por otro lado, las estatinas también 
aumentan los niveles de CCL1, la cual induce la infiltración de células Tregs (Mira et al., 
2008).  
Otro de los efectos de las estatinas es su función dual sobre la angiogénesis en 
función de la dosis, ya que a dosis elevadas tienen efecto angiostático, mientras que a dosis 
bajas potencian la angiogénesis (Weis et al., 2002). Este efecto potenciador es debido a la 
activación de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), lo que produce un aumento del NO 
que estimula la producción de VEGF. Además, una de las consecuencias del aumento en la 
producción de NO por estatinas es la remodelación de la morfología de los vasos 
sanguíneos tumorales, mejorando su función y estimulando la maduración de los mismos 
(Chen et al., 2013). Así mismo, también disminuye la permeabilidad vascular inducida por la 
inflamación a través de la regulación de la localización de componentes de las uniones 
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3.2.  Efectos anti-tumorales de las estatinas 
Numerosos estudios in vitro e in vivo indican que las estatinas tienen actividad 
anticancerígena debido a la supresión de la proliferación y a la inducción de la apoptosis de 
las células tumorales (Dulak y Józkowics, 2005). Sin embargo, debido a que las dosis 
requeridas para tal actividad son muy elevadas y están asociadas con alta toxicidad 
(Coimbra et al., 2010), el potencial uso de las estatinas como monoterapia para el 
tratamiento del cáncer es cuestionable.   
La interacción de las estatinas con quimioterapéuticos genera una respuesta aditiva y 
sinérgica potenciando el efecto del cisplatino (Agarwal et al., 1999), de la doxorubicina 
(Martirosyan et al., 2010), del 5-fluorofuracilo (Agarwal et al., 1999), del etopósido (Roudier 
et al., 2006) y del melfalán (Drucker et al., 2004). Así pues, el tratamiento del cáncer con 
estatinas es mucho más efectivo en combinación con la quimioterapia, resultando así muy 
interesante investigar cuales son los mecanismos moleculares por los cuales dichas 
estatinas potencian el efecto de los quimioterapéuticos. 
 
4. Superóxido dismutasa extracelular (ECSOD, SOD3)  
 
Las SOD son metaloproteínas que catalizan la conversión del anión superóxido (O2-) en 
peróxido de hidrógeno (H2O2), el cual es transformado en H2O y O2 por acción de las 
catalasas, peroxiredoxinas o glutatión peroxidasas Además de esta reacción, las SOD 
también controlan la formación de especies reactivas del nitrógeno (RNS), pues al disminuir 
los niveles de O2-, evitan que este reaccione con el NO y se forme peroxinitrito (ONOO-) 
(Kwon et al., 2012) (FIG. 4). En mamíferos existen 3 isoformas que se diferencian en 
estructura y localización subcelular. La SOD1 (Cu, Zn-SOD) es citosólica y nuclear, la SOD2 
(Mn-SOD) se localiza en la mitocondria y la SOD3 se localiza mayoritariamente en la matriz 
extracelular (ECM) de los tejidos y glicocálix de las células, donde se ancla al proteoglicano 
heparansulfato. SOD3 es la isoforma más recientemente descubierta y la menos 
caracterizada (Che  et al., 2016). 
 
 
Figura 4. Representación de la 
localización subcelular de las 
isoenzimas SOD y su reacción de 
dismutación. Figura adaptada de 
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4.1.  Estructura y localización de la SOD3  
El gen humano de la SOD3 se localiza en el cromosoma 4 y consta de 3 exones 
(Hendrickson, 1990), mientras que en ratón se localiza en el cromosoma 5 y consiste en 2 
exones separados de un intrón de 4 kb (Suh, 1997). En ambos casos la proteína codificada 
es una glicoproteína de unos 135 kDa formada por dos dímeros unidos mediante puentes 
disulfuro que constituyen un homotetrámero. Esta proteína tiene tres dominios funcionales 
(Hjalmarssson, 1987): el primer dominio, del extremo amino terminal, está constituido por los 
residuos que van del 1 al 95 y contiene el péptido señal para que la proteína sea secretada, 
además de un sitio de glicosilación en la Asn-89 que le mejora la solubilidad de la misma 
(Edlund, 1992).  
El segundo dominio comprende los residuos 96-193 y contiene el sitio activo de la 
SOD3, donde se coordinan el Cu y el Zn. Por último, el tercer dominio, comprendido entre 
los residuos 194-222, contiene la región carboxilo terminal y constituye el dominio de unión a 
heparina (HBD). Dicho dominio está formado por residuos con cargas positivas que son 
esenciales para la unión a los proteoglicanos heparán sulfato (Myung-Ja, 2012) (FIG. 5).  
 
 
Figura 5. Representación esquemática de la estructura de la SOD3 murina. La estructura de la  
SOD3 está formada por el péptido señal en el extremo N terminal, el sitio de glicosilacion, el sitio 
activo de la proteína y el dominio HBD. Figura adaptada de Kwon et al., 2012. 
 
La SOD3 se encuentra presente en mamíferos tanto en forma circulante como unida 
a tejidos, representando esta última forma el 99% de la SOD3 total (Fukai y Ushio-Fukai, 
2011). Esta glicoproteína se expresa mucho en tejidos como pulmón, riñón, útero y corazón, 
así como en los vasos sanguíneos (Marklund, 1984a; Ookawara, 1998). Dentro de los 
tejidos, su principal localización es en la matriz extracelular y sobre la superficie celular, con 
una pequeña fracción en plasma y fluidos extracelulares. Se han descrito algunos 
polimorfismos para la SOD3 humana, como la sustitución de la arginina en posición 213 por 
una glicina que causa un incremento de 8-15 veces en los niveles de la SOD3 en plasma 
debido a la perdida de afinidad por el heparán sulfato y su no retención en los tejidos (Folz, 
1994).  Otra mutación descrita es la sustitución de la treonina en posición 241 por alanina; 
este cambio no afecta a la capacidad de unión a heparina ni a su actividad enzimática 
(Yamada, 1997). 
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En el sistema vascular, la SOD3 se expresa principalmente en fibroblastos y células 
del músculo liso (Stralin, 1995). También se puede encontrar en las células endoteliales, ya 
que se ancla a su superficie celular a través de la unión a heparán sulfato, fibulina-5 
(Nguyen, 2004) y colágeno (Petersen, 2004) siendo así internalizada (Ohta, 1994).   
Además, se ha descrito su localización nuclear en fibroblastos después de ser 
secretada (Ookawara, 2002), así como  en tejidos lesionados, donde también se expresa en 
las células inflamatorias como macrófagos (Luoma, 1998).  
 
4.2.  Regulación de la expresión 
El promotor de la SOD3 carece de las secuencias típicas TATA o CAAT, pero posee 
una secuencia rica en purina. Además se han descrito sitios de unión posibles de factores 
de transcripción de la familia Ets y elementos reguladores NF-κB. 
La regulación de la expresión de la SOD3 depende del tipo celular. Por ejemplo, en 
fibroblastos la expresión de la SOD3 es inducida por la heparina y el heparán sulfato (Adachi 
et al., 2001) por IFN-y e IL-1α; sin embargo, dicha expresión es reprimida por TGF-β 
(Marklund, 1992). En las células del músculo liso vascular (VSMC) y en las células 
alveolares del pulmón de tipo 2, el IFN-y y la IL-4 aumentan, mientras que el TNFα, el PDGF 
(Platelet-derived growth factor) y el FGF disminuyen la expresión de la SOD3 (Stralin y 
Marklund, 2000; Stralin y Marklund, 2001). En células del musculo liso arterial, la SOD3 se 
induce por factores vasoactivos, como histamina, vasopresina, oxitocina, endotelina-1 y 
serotonina (Stralin y Marklund, 2001).  
La práctica de ejercicio aumenta los niveles de NO en las células endoteliales, lo que induce 
la expresión de la SOD3 en las células de músculo liso adyacentes (Fukai et al., 2000). 
Además, existe una regulación en la expresión de la SOD3 que depende del momento de 
desarrollo. Se ha observado que tanto en pulmones de ratón como de rata, en la última 
etapa gestacional y después del nacimiento, los niveles de ARNm de la SOD3 aumentan 
notablemente en comparación con las etapas iniciales de gestación, en las cuales no se 
detecta (Zelko et al., 2002). 
 
4.3.  Funciones fisiológicas de la SOD3  
SOD3 juega un papel principal en la biología vascular ya que, como consecuencia de 
su actividad enzimática, se genera una disminución en los niveles de especies reactivas del 
oxígeno (ROS) tales como O2- y H2O2, e indirectamente un aumento en la biodisponibilidad 
de NO.  En condiciones homeostáticas, las ROS son importantes para algunas funciones 
celulares pues controlan numerosas vías de señalización a través de dos mecanismos 
principales: i) la inactivación de las proteínas tirosín-fosfatasas (PTP) y (ii) la oxidación de 
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los receptores tirosin-quinasa lo cual induce su fosforilación (Laukkanen, 2016). Así 
estimulan el crecimiento, el metabolismo y la proliferación celular, además de activar ciertos 
factores de transcripción, como NF-κB o AP-1, y las MMPs, que contribuyen a la inflamación 
vascular, la angiogénesis y la remodelación de la matriz extracelular (Fukai y Ushio-Fukai, 
2011). Los niveles celulares de ROS se mantienen en equilibrio mediante un balance entre 
su producción y la actividad de enzimas antioxidantes. En condiciones patológicas, se 
genera un desbalance en este equilibrio. El aumento en los niveles de ROS induce una 
respuesta inflamatoria que se caracteriza por la inducción en la infiltración de leucocitos y en 
la angiogénesis. Además, un exceso en los niveles de ROS puede inducir la oxidación del 
ADN, proteínas y lípidos, generando mutaciones o daños en los orgánulos celulares y otras 
estructuras, o incluso la muerte celular por apoptosis (Imlay, 2003). Esta situación es lo que 
se conoce como estrés oxidativo.  
Otra de las moléculas reguladas por la SOD3 es el NO, cuyas funciones más 
estudiadas son las que afectan al sistema vascular, al sistema nervioso y a la inflamación. 
Esta molécula es importante para la vasodilatación, la agregación de plaquetas, la 
proliferación del músculo liso vascular y las interacciones entre los leucocitos y el endotelio 
(Gauthier et al., 1995). Además, el NO media en la angiogénesis y su acumulación en las 
regiones perivasculares reduce la permeabilidad vascular y aumenta la oxigenación tumoral 
(Kashiwagi et al., 2008).  
 
De esta manera, la ausencia o disminución en la biodisponibilidad de NO puede 
generar alteraciones patológicas tales como hipertensión y vasoespasmo (Moncada y Higgs, 
2006). Por lo que la protección frente a la disminución en la disponibilidad del NO previene 
el desarrollo de enfermedades vasculares.   
Así pues, la SOD3 a través de la regulación de los niveles de ROS y NO ejerce un 
importante papel en la remodelación vascular. Uno de sus efectos descritos sobre la red 
vascular es la inhibición de la migración de las células inflamatorias. Esta inhibición se lleva 
a cabo a través de la atenuación de NF-κB  en un modelo de isquemia en rata, modulando la 
expresión de TNFα, IL1α, IL6, CXCL2, CCL2, VCAM, ICAM, P-selectina y E-selectina 
(Laurila et al., 2009). Otro estudio demostró un papel de la SOD3 en la angiogénesis, cuya 
sobreexpresión induce la fosforilación del receptor VEGF-R (Oshikawa et al., 2010). Todos 
los datos observados en varios modelos animales sugieren que la SOD3 es necesaria para 
el mantenimiento de la homeostasis tisular, promoviendo la supervivencia celular y la 
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5. Superóxido dismutasa extracelular (SOD3)  en cáncer 
  
El papel de la SOD3 en el cáncer está poco definido. Generalmente la expresión de 
esta proteína está regulada negativamente en comparación con el tejido sano en las células 
de algunos cánceres humanos como el de pulmón, próstata, mama, páncreas y colorectal, 
debido a una señalización mediada por oncogenes o mecanismos epigenéticos (Cammarota 
et al., 2015; Teoh-Fitzgerald et al., 2014).  De hecho, un descenso en los niveles de la SOD3 
se asocia con una elevada incidencia de cáncer y/o mal pronóstico; Singh y Bhat, 2012). 
Numerosos estudios, tanto in vitro como in vivo, han demostrado que el aumento 
suprafisiológico en la expresión de SOD3 suprime el crecimiento de los tumores. De esta 
manera, la transfección de células tumorales con el plásmido de la SOD3 o transducidas con 
adenovirus que expresan la SOD3 para conseguir niveles suprafisiológicos, aumenta la tasa 
de proliferación en comparación con las células que tienen niveles moderados de esta 
enzima (Castellone et al., 2014; Laukkanen et al., 2015; Wheeler et al., 2003).  
Uno de los mecanismos por los que la SOD3 inhibe el crecimiento de las células 
tumorales es a través de la inducción de la respuesta al daño en el ADN (DDR), que incluye 
la fosforilación de la histona H2AX y de p53, y el aumento en la producción de p21, lo que 
induce apoptosis (Castellone et al., 2014). Otra de las consecuencias funcionales de la 
sobreexpresión de la SOD3 es la inhibición de la localización nuclear de NF-κB, la reducción 
en la expresión de VEGF-A, la disminución de la proliferación celular yla reducción de la 
metástasis (Teoh et al., 2007; Wheeler et al., 2003; Tanaka et al., 2001).  
Sin embargo, la SOD3 también puede actuar como promotor de la tumorigénesis.  La 
vía de transducción de señales principal en cáncer, RAS-BRAF-MEK1/2-ERK1/2, activa la 
expresión del ARNm de la SOD3 y su actividad enzimática tanto in vitro como in vivo. SOD3 
a su vez activa los receptores tirosín quinasa de la superficie celular (RTKs), aumenta la 
fosforilación de los miembros de la familia de las SRC y regula la unión de GTP a pequeñas 
GTPasas, tales como RAS. Se genera así un circuito de retroalimentación positiva que 
mantiene esta vía en un estado fosforilado induciendo señales anti-apoptóticas (Laurila et 
al., 2009). También induce la fosforilación de moléculas de señalización, como AKT, la 
glucógeno sintasa quinasa 3 y la β-catenina (Laukkanen et al., 2015), por lo que el aumento 
en los niveles de la SOD3 activa las dos vías principales (RAS-ERK1/2 y β-catenina) 
relacionadas con el crecimiento celular. También se ha descrito una correlación entre los 
niveles de VEGF-C y SOD3 en células de cáncer de mama; el aumento en la expresión de 
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6. Exosomas y comunicación intercelular  
En los tumores existe una continua comunicación entre las células tumorales y el 
microambiente donde se desarrollan. Esta comunicación intercelular es necesaria tanto para 
la progresión del cáncer como para su tratamiento. Además, es un proceso clave en la 
remodelación de la vasculatura (Su et al., 2017). 
Además de las principales vías de comunicación que existen entre las células, como es 
la señalización paracrina o a través del contacto directo célula-célula, se ha descrito un 
mecanismo mediado por la secreción de vesículas extracelulares (Su et al., 2017). Estas se 
clasifican según su composición lipídica, tamaño y mecanismos de formación en 3 tipos: 
exosomas, microvesículas y cuerpos apoptóticos. Los exosomas son las vesículas más 
pequeñas, de unos 30-100 nm de diámetro, de origen endocítico y que contienen 
microARNs (miARNs), ARNs mensajeros (ARNm), fragmentos de ADN y proteínas. Estos 
exosomas pueden ser transportados de una célula donadora a una célula receptora (Valadi 
et al., 2007). Los exosomas de diferentes tipos celulares comparten un conjunto de 
proteínas que incluyen miembros de la familia de las tetraspaninas (CD9, CD63, CD81 y 
CD82), miembros del complejo ESCRT (TSG101, Alix) y proteínas de choque térmico (Hsp 
60, Hsp70, Hsp90) (Taylor y Gercel-Taylor, 2011). Además, los exosomas contienen 
proteínas específicas de las células donde se generan.  
6.1.  Biogénesis y transporte 
Los exosomas se generan a partir de los cuerpos multivesiculares (MVBs). Bajo los 
estímulos de ciertos factores físicos y/o químicos, se generan invaginaciones de la 
membrana plasmática mediante un mecanismo dirigido por ceramidas, dando lugar a los 
endosomas tempranos (EEs) (Trajkovic et al., 2008). Este proceso encapsula moléculas de 
ARN citoplasmático y proteínas funcionales en las vesículas intraluminales (ILVs) dentro de 
los cuerpos multivesiculares (MVBs); y esto lo hace a través de los complejos de 
clasificación endosómica requeridos para el transporte (ESCRT) (Hurley y Odorizzi, 2012).  
Los MVB pueden degradarse mediante las proteasas de los lisosomas o pueden 
fusionarse con la membrana plasmática liberando las ILVs (conocidos como exosomas) al 
espacio extracelular (van Niel et al., 2006; Simpson et al., 2008). 
Una vez liberados los exosomas, alcanzan la célula diana a través de varios 
mecanismos. El complejo tetraspanina-integrina contribuye notablemente a la unión del 
exosoma a la célula diana (Nazarenko et al., 2010). La internalización de los exosomas está 
poco estudiada. Puede ocurrir una señalización yuxtacrina a través de interacciones 
receptor-ligando, como es el caso del complejo formado entre el receptor de la célula T y el 
receptor de la quimioquina CXCR4 de los exosomas procedentes de células T (Blanchard et 
al., 2002). Los exosomas pueden liberar su contenido en el citosol de la célula diana por 
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fusión con la membrana plasmática (Montecalvo et al., 2012) y también pueden ser 
fagocitados de una forma dependiente de fosfatidilinositol 3 quinasa y del citoesqueleto de 
actina (Feng et al., 2010). 
 
6.2. Comunicación tumor-estroma  
Numerosas evidencias sugieren que los exosomas juegan un papel fundamental en la 
comunicación célula-célula en el cáncer. En tumores, los exosomas son secretados por los 
diferentes tipos celulares que componen el microambiente tumoral creándose una compleja 
red de interacciones. Estos exosomas son heterogéneos y pueden tener una doble función 
en cáncer, pues pueden promover el crecimiento y diseminación del cáncer, pero también 
ejercer su función sobre el sistema inmune estimulando una respuesta anti-tumoral.   
Numerosos estudios indican que existe una transferencia de proteínas oncogénicas 
entre células cancerosas a través de exosomas. Uno de dichos estudios indica que las 
células de cáncer de colon que contienen los alelos mutantes de KRAS, son capaces de 
liberar exosomas con estos mutantes. Estos son internalizados por las células de cáncer de 
colon que expresan el alelo salvaje de KRAS, aumentando así el crecimiento celular y la 
tumorigénesis (Demory et al., 2013).  
Además, los exosomas participan en la inducción de la angiogénesis tumoral 
mediante la activación de la vía VEGF/VEGFR-2  en células endoteliales (Al-Nedawi, 2009),  
inhibiendo el factor inducible por hipoxia (HIF)-1α en células endoteliales (Umezu et al., 
2014), o transportando genes relacionados con la angiogénesis, como TSPAN8 (Nazarenko 
et al., 2010). También se han descrito funciones antiangiogénicas de exosomas, por ejemplo 
la transferencia del miR-320 desde cardiomiocitos hacia células endoteliales (Wang et al., 
2014).  
La comunicación mediada por exosomas entre las células del sistema inmune y las 
células tumorales se ha relacionado mayoritariamente con la inducción de una respuesta 
pro-tumoral, a través del reclutamiento de células pro-tumorigénicas como MDSCs (Chalmin 
et al., 2010), o induciendo apoptosis de linfocitos T CD8+ citotóxicos a través del transporte 
del ligando de FAS (Abusamra et al., 2005). También participan en la respuesta antitumoral 
mediante el transporte de la proteína de choque térmico (HSP)70, la cual activa 
directamente las células NK (Gastpar et al., 2005).  Los exosomas juegan un papel crucial 
en la manipulación del microambiente tumoral mediante el establecimiento de una 
comunicación intercelular entre las células cancerosas y el estroma asociado. 
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El resumen, la arquitectura desorganizada de los vasos sanguíneos tumorales 
actúa como una barrera fisiológica para el suministro de fármacos quimioterapéuticos 
y para la migración de células inmunes en el parénquima tumoral. Esta estructura 
puede invertirse mediante la normalización de los vasos sanguíneos y la modificación 
del microambiente tumoral. Hemos centrado nuestro trabajo en determinar el efecto 
de aumentar los niveles de la superóxido dismutasa extracelular (SOD3) en el estroma 
del tumor, concretamente en las células endoteliales, sobre la función vascular. 
También es objeto de nuestro estudio describir los mecanismos moleculares por los 
cuales la SOD3 remodela el endotelio tumoral así como la influencia de esta 
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1. Cepas de ratón 
Todos los procedimientos realizados en esta tesis con animales están de acuerdo con 
la directiva de la Comunidad Europea 2010/63/UE y fueron aprobados por el comité de 
Bioética del Consejo Superior de Investigaciones Científicas y por la Comunidad de Madrid 
(PROEX 277/14). 
1.1.  Ratones transgénicos FVB/N-Tg(MMTVneu) (Tg-neu) 
La cepa de ratones FVB/N-Tg(MMTVneu)202Mul/J se obtuvo de Jackson Laboratory 
(número de stock 002376). Esta cepa porta el proto-oncogén de rata neu en homocigosis 
(neu/neu). Para genotipar estos ratones y comprobar la homocigosidad de neu se utilizaron 
los siguientes oligonucleótidos y sondas (TABLA 1):  
 Tabla 1. Oligonucleótidos para genotipar el proto-oncogén neu 
 
Con estos reactivos se llevó acabo la reacción de qPCR utilizando como molde ADN 
genómico procedente de las colas de ratones control heterocigotos para neu y ratones 
control homocigotos para neu. Las condiciones de amplificación fueron 2 minutos a 50ºC 
seguidos de 10 minutos a 95ºC y 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 60ºC. La 
cantidad de ADN genómico del proto-oncogén neu fue normalizada con el control interno 
Nerve Growth Factor (NGF) murino obteniéndose el ΔCt. A continuación se comparó el 
control neu heterocigoto, muestra referencia, con la muestra control neu homocigoto y con 
las muestras problema aplicando la ecuación 2-(ΔCt-ΔCt referencia). Se aceptaron como 
homocigotos para neu aquellos animales que mostraron el doble de cantidad de ADN 
genómico para neu que la muestra referencia. 
1.2. Ratones inmunodeficientes Rag2-/-  
Para los experimentos de inducción de tumores en ratones inmunodeficientes se 
utilizaron ratones Rag2-/- en fondo FVB/N (Murphy et al., 2003) que fueron proporcionados 
por el laboratorio del Dr T. S. Kupper (Brigham and Women´s Hospital, Harvard Institute of 
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Medicine, Boston, USA). El genotipado de estos ratones se realizó mediante PCR 
semicuantitativa usando oligonucleótidos específicos (TABLA 2).  
La pareja de oligonucleótidos RAGA y RAGB amplifican el alelo WT (260 pb) y la 





Tabla 2. Oligonucleótidos para genotipar los ratones FVB Rag2-/- 
 
1.3. Ratones C57BL/6J silvestres (WT) y deficientes para SOD3  
(SOD3-/-) 
Los ratones C57BL/6J (WT) fueron obtenidos de Jackson Laboratory, mientras que 
los SOD3-/- en fondo C57BL/6J (Carlsson et al 1995) fueron cedidos por el Dr. Tim Oury 
(Departmet of Pathology, University of ,Pittsburgh, Pittsburgh, USA). Para el control del 
genotipo de estos ratones se utilizaron los oligonucleótidos de la Tabla 3 en la reacción de 
PCR semicuantitativa. La pareja de oligonucleótidos SOD3 WT y SOD3 COMÚN amplifican 
el alelo WT (419 pb) y la pareja de oligonucleótidos SOD3 KO y SOD3 COMÚN amplifican el 






Tabla 3. Oligonucleótidos para genotipar los ratones WT y SOD3-/- 
 
2. Líneas celulares 
En el desarrollo de esta tesis se utilizaron varias líneas celulares que se describen  a 
continuación: 
! N202.1A: células tumorales aisladas de carcinoma mamario de ratones Tg-MMTVneu 
(Nanni et al., 2000) cedidas por el Dr. Vincenzo Bronte (Venetian Institute of Molecular 
Medicine, Padova, Italia) y cultivadas como se describe en González-Martín et al., 2011.  
Estas células expresan en superficie altos niveles de la glicoproteína neu.  
! LLC: línea de adenocarcinoma de pulmón de ratones C57BL/6, proporcionada por el Dr 
Rolf Brekken (UT-Shoutwestern Medical Center, Dallas, USA).  
Oligonucleótido Secuencia (5´-3´) 
RAGA GGGAGGACACTCACTTGCCAGTA  
RAGB AGTCAGGAGTCTCCATCTCACTGA  
NEOA CGGCCGGAGAACCTGCGTGCAA 
Oligo Secuencia (5´-3´) 
SOD3 WT GCTTCGACCTAGCAGACAGG 
SOD3 COMÚN CACCACGAAGTTGCCAAAGT 
SOD3 KO AATTCGCCAATGACAAGACG 
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! HEK-293T: línea celular humana procedente de la transformación de la línea HEK-293 
(riñón embrionario) con el antígeno del virus SV40. Estas células fueron obtenidas del 
banco de células ATCC (American Type Culture Collection).  
 
El cultivo de las células N202.1A, LLC y HEK-293T se llevó a cabo en medio DMEM 
suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB), 1mM de piruvato sódico, 1% de 
aminoácidos no esenciales, 2mM de L-glutamina y antibióticos (Penicilina/estreptomicina 
100 U/ml). 
! 1G11: células endoteliales murinas obtenidas a partir de endotelio pulmonar (Dong et 
al., 1997), cedidas amablemente por el laboratorio del doctor Alberto Mantovani 
(Humanitas Clinical and Research Center, Milano, Italia).   
! 1G11-mock, -SOD3 y -SOD3S195C: células obtenidas por transducción retroviral de las 
células 1G11 con pRVIRES-gfp, pRV-SOD3-IRES-gfp y pRV-SOD3S195C-IRES-gfp 
respectivamente como se explica en el apartado 5. Estas células fueron seleccionadas 
por citometría de flujo (MoFlo XDP; Beckman Coulter) usando la emisión de 
fluorescencia GFP.  
El cultivo de las células 1G11 se realiza en placas de cultivo previamente recubiertas con 
1% de gelatina (2 h, 37ºC) usando como medio DMEM suplementado con 20% SFB, 1mM 
de piruvato sódico, 2mM de L-glutamina, 1% de aminoácidos no esenciales, 100µg/mL de 
suplemento para el crecimiento de células endoteliales (ECGS, endothelial cell growth 
supplement), 100µg/mL de heparina y antibióticos. Todas las células se cultivaron en 
incubadores humidificados a 37ºC y atmósfera de 5% de CO2. 
3. Modelos tumorales y tratamientos 
3.1. Modelo de tumores de mama espontáneos en los ratones Tg-neu 
A partir de las 20 semanas de edad postnatal se examinaron por palpación las 5 
pares de glándulas mamarias de las ratonas Tg-neu semanalmente. A partir de la aparición 
del primer tumor, los ratones Tg-neu fueron tratados con Lovastatina (Lov 10 mg/Kg, i.p.; 
Sigma-Aldrich) o vhcl (5% ethanol), 3 veces por semana durante 6 semanas, hasta el 
sacrificio. En algunos experimentos, se llevó a cabo la administración de doxorrubicina 
(Doxo; 0.5 o 2.5 mg/Kg, 2 veces/semana, i.p., Farmitalia Carlo Erba) o el tratamiento 
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3.2. Modelo de tumor singénico N202.1A en ratones Tg-neu y Rag2-/- 
Las células N202.1A (0,5 x 106 en 100 µl de PBS) fueron inoculadas s.c. en el flanco 
derecho de ratones Tg-neu y Rag2-/-. A continuación los ratones fueron tratados con Lov (10 
mg/Kg i.p.)  o vhcl (5% ethanol) desde el día de la inyección de las células, 3 veces por 
semana durante 6 semanas, hasta el sacrificio.  
 
3.3. Modelo de tumor singénico LLC en ratones C57BL/6J y SOD3-/- 
Las células LLC (0,5 x 10
6
 en 100 µl de PBS) se inyectaron s.c. en el flanco derecho 
de ratones C57BL/6J WT y SOD3-/-. Tras una semana, los ratones se aleatorizaron en 
cuatros grupos que fueron tratados por inyección intraperitoneal con Lov (15 mg/Kg) o vhcl 
durante 10 días solos o en combinación con Doxo (2.5 mg/Kg) en los días 7, 11 y 15 tras la 
implantación de las células. Los tumores se midieron cada 3 días con un calibre.  
Para otros experimentos, tras la inoculación de células  LLC en ratones SOD3-/-, los 
tumores se inyectaron con adenovirus (Ad-mSOD3 o Ad-βGal, 109 pfu/50 µl, i.t., Unidad de 
Producción de Vectores, Centro de Biotecnología Animal y Terapia Génica, Barcelona, 
Spain) en los días 7, 9, 11 y 15. En estos ratones también se llevó a cabo la administración 
de Doxo (2.5 mg/Kg; ip) en los días 7, 11, y 15   
En todos los casos los tumores se midieron periódicamente por medio de un calibre y el 
volumen tumoral se calculó a partir de las mediciones, aplicando la siguiente fórmula: 
volumen en mm3=(R x r2)/2; donde r es el radio menor y R el radio mayor del tumor. 
 
4. Muestras humanas 
Se usaron muestras de tumores de carcinoma colorrectal (CCR) del banco de 
tumores del Hospital Clínico San Carlos congelados a partir de tejido fresco entre 2001 y 
2006 (Pérez-Villamil et al., 2012). También se emplearon muestras de tumores embebidas 
en parafina y fijadas con formalina procedentes de pacientes con CCR en estadio III. Se 
obtuvo el consentimiento apropiado de todos los pacientes y no se registraron los datos 
personales. El Comité de Ética del Hospital Clínico San Carlos aprobó este estudio. 
 
5. Plásmidos y construcciones virales  
5.1. Generación de las partículas retrovirales de SOD3 y del mutante SOD3S195C  
El ADNc de SOD3 de ratón clonado en pCMV-Sport6 fue obtenido de Open 
Biosystems y el mutante SOD3S195C se obtuvo a partir de este plásmido mediante 
mutagénesis dirigida (QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene), usando 
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oligonucleótidos descritos (Scavenius et al., 2013). Tanto SOD3 como SOD3S195C fueron 
subclonados en el plásmido pRVIRES-GFP para generar partículas retrovirales y transducir 
los cultivos celulares como se ha descrito (Mira et al., 2001). 
5.2. Generación de la construcción HASOD3 
El plásmido pCMV-Sport6-HASOD3 se obtuvo mediante la inserción del tag HA entre 
la secuencia del péptido señal y la proteína madura de SOD3 a través de la estrategia de In-
Fusion HD Cloning (Takara). En primer lugar, se generó el fragmento de PCR (Expand High 
Fidelity PCR System, Roche) de la secuencia HA flanqueada por secuencia de SOD3 a 
partir del pCMV-Sport6-SOD3 mediante el empleo de los siguientes oligonucleótidos:  
5´-GATCCAGGGGAGTCCTACCCTTATGATGTG-3´ (sentido)  
5´-AAGCCTGTCTGCTAGGGCATAATCTGGCAC-3´ (antisentido) 
A continuación se linearizó el plásmido pCMV-Sport6-SOD3 y se mezcló con el fragmento 
de la PCR anterior llevándose a cabo la reacción In-Fusion como se detalla en el kit. 
Finalmente se transformaron bacterias E.coli XL1-Blue supercompetentes. De las colonias 
resultantes se extrajo el ADN plasmídico usando el kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN) y 
se comprobó por secuenciación (Secugen) la inserción del tag y el mantenimiento de la fase 
de lectura correcta.   
6. RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) 
El ARN total fue aislado con el reactivo Tri-Reagent siguiendo el protocolo del 
fabricante (Sigma-Aldrich) y el ARN obtenido se cuantificó mediante NanoDrop. Para la 
obtención del ADNc se utilizó el kit High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems). 
Habitualmente se utilizó 2 µg de ARN total como molde en un volumen de reacción final de 
20 µL y la reacción de retrotranscripción se desarrolló en un termociclador (BioRad iCycler).  
Una vez obtenido el ADNc se llevaron a cabo las reacciones de qPCR en placas de 
384 pocillos en el equipo ABI PRISM 7900 HT (Applied Biosystems), utilizando la mezcla de 
reacción 5X HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne). Las secuencias 
de los oligonucleótidos cebadores utilizados se detallan en la tabla 4. Las condiciones de la 
reacción de qPCR fueron: 5 min a 95ºC seguidos por 40 ciclos consistentes en 15 s a 95ºC y 
60 s a 60ºC. Se calculó la cantidad relativa de cada gen utilizando el software SDS del 
equipo a partir de los datos de incremento de fluorescencia con el número de ciclo que nos 
permitió obtener el valor de Ct. A partir de este valor corregido por los de amplificación de 
actina o GADPH para la misma muestra, se obtiene ΔCt. A continuación se resta este valor 
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de la muestra que se considera referencia (ΔΔCt) y aplicando la ecuación 2-(ΔΔCt) se calcula 
el valor Rq. 
Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para qPCR  
Gen Secuencia (5´- 3´) 
mVEGF Sentido:   GCAGCTTGAGTTAAACGAACG   Antisentido: GGTTCCCGAAACCCTGAG  
mPlGF Sentido: CTGGGTTGGCTGTGCATT              Antisentido: GGCACCACTTCCACTTCTGT 
mIL1β Sentido:   TGGTGTGTGACGTTCCCATT       Antisentido: CAGCACGAGGCTTTTTTGTTG 
mIL1α Sentido:  TTGGTTAAATGACCTGCAACA    Antisentido: GAGCGCTCACGAACAGTTG 
mIFNy Sentido:   TTTCTGGCTGTTACTGCCACG     Antisentido: CTTTTTCGCCTTGCTGTTGC 
mCCL17 Sentido:    CAGGGATGCCATCGTGTTTC      Antisentido: GGCCTTGGGTTTTTCACCA 
mArg-1 Sentido:   CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG Antisentido: AGGAGCTGTCATTAGGGACATC 
mCD206 Sentido:   ATGCCAAGTGGGAAAATCTG      Antisentido: TGTAGCAGTGGCCTGCATAG 
mCCL22 Sentido:  CACCCTCTGCCATCACGTTT         Antisentido: CCTGGGATCGGCACAGATAT 
mIL10 Sentido:  AGGCGCTGTCATCGATTTCTC     Antisentido: TGGCCTTGTAGACACCTTGGTC 
mTNFα Sentido:    CTGTAGCCCACGTCGTAGC        Antisentido: TTGAGATCCATGCCGTTG 
mSOD3 Sentido: GGGGAGGCAACTCAGAGG           Antisentido: CCAACATGGCTGAGGTTCTC 
hSOD3 Sentido: GGTGCAGCTCTCTTTTCAGG         Antisentido: AACACAGTAGCGCCAGCAT 
mVEC Sentido: GTTCAAGTTTGCCCTGAAGAA     Antisentido: GTGATGTTGGCGGTGTTGT 
hVEC Sentido: GCAGTCCAACGGAACAGAA         Antisentido: CATGAGCCTCTGCATCTTCC 
mCXCL14 Sentido: AGACCATCTCCTCTGGGATCC      Antisentido: TTCTTCAGGGTGGCTATGAGC 
mCXCL15 Sentido: TTCGAGACCATTTACTGCAACAG Antisentido: ACAGTAGCCTTCACCCATGGA 
mCXCL12 Sentido: AGCCAACGTCAAGCATCTGA        Antisentido: TCGGGTCAATGCACACTTGT 
mCXCL1 Sentido: CCTTGACCCTGAAGCTCCCT         Antisentido: CGGTGCCATCAGAGCAGTCT 
mCXCL16 Sentido: GTGGGTCCGTGAACTAGTGGA     Antisentido: GGGATCTGGCTTGAGGCAAAT 
mCCL7 Sentido: TCAGCATCCAAGTGTGGGC           Antisentido: CAGGGACACCGACTACTGGTG 
mCCL2 Sentido: TCTGGGCCTGCTGTTCACA            Antisentido: TTGGGATCATCTTGCTGGTG 
mCXCL10 Sentido: TGCTGGGTCTGAGTGGGACT        Antisentido: CCCTATGGCCCTCATTCTCAC 
mIκBα Sentido: AAGGACGAGGAGTACGAGCAA   Antisentido: GGATGATTGCCAAGTGCAGGA 
mβ-actina Sentido: GGCACCACACCTTCTACAATG      Antisentido: TGGATGGCTACGTACATGGCTG 
hβ-actina Sentido: CCCAGCACAATGAAGATCAA        Antisentido: CGATCCACACGGAGTACTTG 
mGADPH  Sentido: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG     Antisentido: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 
mRn18S Sentido: GAGAAACGGCTACCACATCC       Antisentido: GGGTCGGGAGTGGGTAAT 
 
 
7. Análisis de expresión de ARNm mediante microarrays  
Se aisló el ARN total a partir de tumores de ratones Tg-neu así como de células  1G11 
con Tri-Reagent (Sigma-Aldrich), seguido de purificación con el kit RNeasy (Qiagen). La 
calidad de este ARN fue confirmada mediante análisis por electroferograma (Agilent 2100 
Bioanalyzer). Para los tumores de ratones Tg-neu, se llevó a cabo la síntesis del ARNc 
marcado con biotina y su hibridación con el chip Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 
GeneChip array, el cual contiene 39000 variantes de transcripción de 34000 genes de ratón 
bien caracterizados. Para las células 1G11, se amplificó el ARN total (200 ng) usando el kit 
One Color Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies) y se purificó con el kit 
RNeasy Mini Kit (Qiagen).  
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La preparación de las sondas y la hibridación se realizó tal como se describe en el 
Manual de Análisis de la Expresión de Genes basado en microarray de un solo color (Agilent 
Technologies.Versión 6.5).  
En ambos casos, los valores de intensidad brutos tras la hibridación fueron resumidos y 
normalizados por el algoritmo Robust Multi-array Analysis (RMA) [Murphy et al., 2003]. Para 
controlar la tasa de falsos positivos (FDR), los valores p fueron corregidos utilizando el 
método Benjamini-Hochberg [Benjamini y Hochberg, 1995].  
Las hibridaciones y el análisis estadístico fueron realizados por el Servicio de Genómica del 
Centro Nacional de Biotecnología. El visualizador FIESTA 
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/FIESTA), desarrollado por JC Oliveros (Servicio de 
Bioinformática del CNB), fue utilizado para visualizar todos los resultados de microarrays y 
para evaluar los umbrales numéricos aplicados a genes diferencialmente expresados. Los 
archivos originales y los valores de intensidad normalizados de los datos de los tumores Tg-
neu se depositaron en la base de datos Omnibus de expresión génica (NCBI-GEO, código 
de acceso GSE42787, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Para analizar los procesos 
biológicos del microarray de tumores Tg-neu se usó GeneCodis, y para el microarray de las 
células 1G11 se usó la base de datos Panther. 
 
8. Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes (GSEA) 
GSEA es un método computacional usado para detectar conjuntos de genes 
relevantes asociados a la expresión diferencial de genes de un experimento. Este método se 
aplicó a los genes de ratón clasificados por su expresión diferencial obtenida a partir de  los 
experimentos de microarrays de las células 1G11-mock y -SOD3 anteriormente expuestos. 
Se usaron los ratios del Log2 como métrica de clasificación y se usó el sistema de 
puntuación "weight".  
Los conjuntos de genes regulados por el factor de transcripción NF-κB se 
descargaron de la base de datos Molecular Signatures Database v6.0 
(http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp) y se usaron aquellos con un 
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9. Análisis de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia  
Para las tinciones de inmunohistoquímica, los tumores de ratón se escindieron y se 
congelaron instantáneamente en medio de congelación de tejidos (OCT, Jung). Se hicieron 
secciones (5-10 µm) de los tumores que se almacenaron a -80ºC hasta su uso para lo cual  
las secciones se descongelaron a temperatura ambiente y fueron fijadas con acetona fría 
durante 10 minutos. A continuación se llevó a cabo un paso de bloqueo del tejido para evitar 
uniones inespecíficas, en 10% suero de cabra + 3% BSA en PBS durante 1 hora a 37ºC. La 
hibridación con el anticuerpo primario (TABLA 5) en tampón de bloqueo se realizó durante 
16 horas a 4ºC, tras la cual se lavó con PBS y se incubó con el anticuerpo secundario 
conjugado a un fluoroforo (TABLA 5) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, 
las secciones se montaron con Fluoromount-G con DAPI (SouthernBiotech) y se analizaron 
en un microscopio confocal Olympus FluoView 1000 usando el objetivo 60x 1.4 oil plan-Apo 
o con un microscopio Leica (DM RB) equipado con una cámara Olympus DP70. Para las 
cuantificaciones se utilizó el software ImageJ. 
El  análisis de inmunofluorescencia de células endoteliales en cultivo se llevo a cabo 
en el sistema Nunc Lab-Tek Chamber Slide (Thermo Scientific), el cual se compone de una 
cámara separada en varios compartimentos unida a un portaobjetos de vidrio (25 × 75 mm). 
Las células  (0,5 x 105 células en 200 µl) se sembraron en los pocillos de la cámara 
previamente tapizados con gelatina.  Al día siguiente, se fijaron con 4% PFA durante 10 min 
a temperatura ambiente, se permeabilizaron con 0,3% Triton X-100 (5 min, temperatura 
ambiente) y bloquearon durante 1 hora en PBS, 0,5% BSA, 0,1% NaN3. La hibridación con 
el anticuerpo primario se llevó a cabo durante 16 horas a 4ºC, y con el secundario durante 1 
hora a temperatura ambiente (TABLA 5). Las imágenes fueron adquiridas con el 
microscopio confocal Olympus FluoView 1000. 
La cuantificación de la fluorescencia asociada a p65 en el núcleo se realizó mediante una 
plataforma computacional basada en MATLAB de código abierto (desarrollada en el 
laboratorio por Paula Martín), después de la sustracción del fondo inespecífico. Los núcleos 
se segmentaron usando imágenes DAPI y la segmentación se aplicó al canal Cy3 para 
medir los píxeles teñidos con p65 dentro del área nuclear y calcular la relación de tinción 
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Tabla 5. Anticuerpos utilizados en inmunohistoquímica e inmunofluorescencia 
Anticuerpos Primarios Dilución Casa comercial 
anti-CD11b 1:20 Beckman Coulter (clon M1/70) 
anti-CD206 1:5  Serotec (clon MR5D3) 
anti-CD31 1:200 BD Bioscience (clon MEC13.3) 
anti-CD3 1:50 DakoCytomation  
anti-CD4 1:200 abcam (clon EPR19514) 
anti-CD8 1:50 Biolegend (clon 53-6.7) 
anti-F4/80  1:20 eBioscience (clon BM8) 
anti-HA 1:1000 Covance (clon 16B12) 
anti-nestina  1:200 Abcam  
anti-p65 1:800 Cell Signaling (clon L8F6) 
anti-SOD3  1:50 Santa Cruz Biotechnology  
anti-VEC  1:400 LSBio Inc  
Anticuerpos Secundarios   
Donkey anti Rabbit Alexa 546  1:500  Molecular Probes 
Goat anti rat Alexa 488 1:200 Molecular Probes 
Goat anti mouse IgG Cy3 1:400 Jackson 
Goat anti mouse IgG Alexa 
488 
1:200 Molecular Probes 
Mouse anti rat IgG Cy3 1:400 Molecular Probes 
Streptavidina cy3 1:1250 Jackson 
 
Los niveles de ROS en células endoteliales 1G11-mock y 1G11-SOD3, cultivadas en medio 
normal o en medio condicionado tumoral N202.1A se midieron mediante microscopía de 
fluorescencia con la sonda dihidroetidio (2 µM, 30 min, 37ºC; Invitrogen) cuya oxidación en 
presencia de iones O2- genera fluorescencia roja y sirve para medir de forma indirecta el 
estrés oxidativo. 
10.  Análisis de áreas hipóxicas en tumores 
Las áreas con hipoxia en los tumores se detectaron con pimonidazol (Hypoxyprobe-1 
Omni kit; Natural Pharmacia International) inyectado 30 min antes del sacrificio de los 
ratones, en tumores fijados con formalina al 10% tamponada (3 h, Sigma-Aldrich) y 
embebidos en parafina. Las secciones (5-10µm) se desparafinaron, rehidrataron y fueron 
sometidas a exposición de antígenos por calor en tampón citrato (0,01M pH 6; 20 min). Las 
secciones se tiñeron con el anticuerpo anti-pimonidazol y se contratiñeron con hematoxilina. 
Finalmente, se montaron con medio de montaje acuoso Dako Faramount (Dako) y se 
analizaron en un microscopio Leica (DM RB) acoplado a una cámara Olympus DP70. Las 
imágenes se cuantificaron usando el software Image-Pro Plus. Los niveles de lactato se 
midieron en extractos de tumores mediante el kit comercial Lactate Colorimetric Assay kit 
(Abcam) siguiendo el protocolo del fabricante. 
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11.  Análisis de la Perfusión del tumor  
Los ratones se inyectaron por vía intravenosa con lectina de tomate (Lycopersicon 
Esculentum Lectin) marcada con FITC (100ug; Vector Laboratories). A los 10 minutos fueron 
sacrificados e inmediatamente perfundidos a través del corazón con formalina al 10%. Los 
tumores fueron extirpados y congelados en medio OCT. Se hicieron secciones de 10 µm de 
grosor para detectar FITC-lectina y teñir con el anticuerpo anti-CD31 (MEC13.3, BD 
Biosciences Pharmingen). Los vasos con tinción lectina-FITC+ y CD31+ se determinaron 
con el software NIH-Image J.  
12.  Microscopía electrónica de barrido (SEM)  
Los ratones se perfundieron transcardialmente con solución salina heparinizada (50 
ml) y luego con fijador (PFA al 1%, glutaraldehído al 1% en tampón fosfato 0,1 M, 100 ml) a 
una presión constante de 120 mm Hg. Los tumores se diseccionaron y se sumergieron 
durante la noche en el mismo fijador (al 4% de PFA, 4% de glutaraldehído). Después de 
varios lavados con PBS, cada tumor se cortó por la mitad; uno se mantuvo en la mezcla 
fijadora y el otro se crioprotegió con 30% de sacarosa y se congeló por inmersión en 
isopentano enfriado con hielo seco. Las piezas de tumor congeladas se fracturaron 
golpeando una cuchilla afilada colocada sobre la superficie de la muestra, y luego se 
descongelaron por inmersión en PBS frío. Las muestras congeladas y no congeladas se 
fijaron con tetróxido de osmio al 1% en PBS (1 h), se lavaron en agua destilada, se 
deshidrataron en un gradiente de acetona, que se reemplazó con dióxido de carbono líquido 
y se evaporó completamente por secado en punto crítico. Para mejorar la conductividad, las 
muestras fueron revestidas con grafito en un evaporador de alto vacío y luego cubiertas de 
oro en un dispositivo de pulverización catódica. La red vascular se analizó en un 
microscopio electrónico de barrido JEOL JSM 6400. 
13.  Microscopía electrónica de transmisión (MET) 
Las células 1G11 se incubaron con medio enriquecido en HASOD3 en los tiempos 
que se indican.  A continuación, tras lavar las células con PBS, se fijaron con 
paraformaldehído 4% + glutaraldehído 0,1% en PBS, durante 30 minutos a 4ºC. Una vez 
eliminados los restos de fijador, las células se crioprotegieron con glicerol y se 
crioinmobilizaron por inmersión rápida en etano a -170ºC, en un equipo Leica CPC. 
Posteriormente se almacenaron en nitrógeno líquido hasta su procesamiento, el cual se 
detalla a continuación.  
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Preparación de los bloques 
Las muestras se procesaron mediante criosustitución en metanol/acetato de uranilo al 0,5% 
durante 58h a -90ºC y después de una subida controlada de la temperatura hasta -40ºC se 
embebieron en lowicryl HM20. La polimerización de la resina se realizó mediante luz U.V. 
durante 48h a -40ºC seguida de otras 48h a 20ºC. Todo este proceso se realizó en un 
equipo Leica EM AFS2. 
Obtención de los cortes ultrafinos 
Se realizaron secciones de 60-70 nm en un ultramicrotomo Leica EM UC6 y se recogieron 
sobre rejillas de oro de 200 mesh recubiertas con formvar y carbón. 
Inmunomarcaje 
Para el bloqueo de la muestra, las rejillas se incubaron durante 30 min con tampón de 
bloqueo (Tris 30 mM pH8, NaCl 150 mM, BSA 1%, Tween-20 0,2%, suero de cabra 5%) a 
temperatura ambiente.  
La incubación con el anticuerpo anti-HA diluido 1:50 en tampón de bloqueo se llevó a cabo 
durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación se lavó con TBS y se incubó 
nuevamente en tampón de bloqueo durante 15 minutos. La hibridación con el anticuerpo 
segundario (goat anti-mouse 10nm IgG+ IgM 1:40) se realizó durante 45 minutos. 
Finalmente, se lavaron las rejillas con agua destilada y las imágenes fueron adquiridas con 
el microscopio electrónico de transmisión Jeol JEM 1011, operando a 100 kV, acoplado a 
una cámara Gatan ES1000Ww.  
14.  Ensayos de permeabilidad  
Para el ensayo de permeabilidad in vivo se co-inyectó i.v. dextrano de 70 kD 
conjugado con Texas Red (250 µg; Molecular Probes) y lectina-FITC (100 µg). Tras 10 
minutos, los ratones fueron perfundidos transcardialmente con PBS y 2% PFA in PBS. Los 
tumores extirpados fueron fijados (2% PFA, 3 h) y congelados en OCT. Las secciones de 40 
µm de los tumores fueron analizadas mediante microscopio confocal (Olympus FV1000), y 
la fluorescencia del dextrano fue cuantificada con el software del microscopio (FV10-ASW, 
Olympus). La permeabilidad relativa de los vasos se expresó como la proporción entre la 
intensidad de fluorescencia del dextrano y el número de vasos perfundidos.   
Para los análisis de permeabilidad in vitro, se sembraron 5 x 104 células 1G11-mock, -SOD3 
o -SOD3S195C sobre filtros tipo transwell (de 24 mm de diámetro y 0,4 µm de tamaño de poro; 
Costar) cubiertos con 1% de gelatina. Esta concentración de células forman una monocapa 
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confluente después de 24 horas en cultivo. La monocapa de células se pretrató con medio 
condicionado tumoral durante 6 horas, y la permeabilidad de las células endoteliales se 
analizó añadiendo dextrano-FITC (40 kDa; 1 mg/ml) en DMEM sin rojo fenol. En algunos 
experimentos, el inhibidor pan-NOS L-NMMA (100 µM; Cayman) se añadió a las células 
antes del ensayo. La permeabilidad se determinó mediante la lectura de la fluorescencia del 
pocillo inferior (FilterMax F5 Multi-mode Reader, Molecular Devices). Los valores de 
fluorescencia se extrapolaron a una curva estándar usando cantidades conocidas de 
dextrano-FITC.   
15.  Cuantificación de doxorrubicina  
Los niveles intratumorales de Doxo se cuantificaron en extractos tumorales un día 
después de la última dosis de Doxo. Los tumores (100 mg) se homogeneizaron en 0,5 ml de 
PBS con daunorubicina (625 pmoles) como patrón interno. El homogenado (0,1 ml) se trató 
con 4 volúmenes de acetona fría y la mezcla se mantuvo a -20ºC durante 150 min. Después 
de la centrifugación de las proteínas precipitadas (16.000 g, 10 min), la solución orgánica se 
recuperó y la acetona se evaporó bajo una corriente de nitrógeno. El material resultante se 
disolvió en la fase móvil (0,2 ml) y se inyectó (0,1 ml) en un Waters 2690 Alliance System 
acoplado a un detector de fluorescencia Waters 2475 (excitación: 480 nm, emisión: 560 nm). 
El software Empower (Waters Corporation) se utilizó para el control de instrumentos y la 
adquisición y procesamiento de datos. Las moléculas se separaron en una columna de fase 
inversa C18 (Kromasil 100 C18 15 x 0,4 cm, 0,5 µm, Teknokroma), con una mezcla de 
acetonitrilo: agua 22:78, conteniendo ambos 0,2% de ácido fórmico y 0,2% de formiato de 
amonio, como la fase móvil. Se compararon las áreas cromatográficas correspondientes a la 
Doxo con las de la daunorrubicina, calculándose así las cantidades a partir de una curva de 
calibración construida mezclando diferentes cantidades de Doxo (5, 10, 20, 40 y 80 pmol) 
con una cantidad fija de daunorrubicina (40 pmol). 
16.  Detección del NO  
Para la detección de NO in vivo, a los ratones con tumores se les co-inyectó lectina-
FITC y la sonda de NO fluorescente 4,5-diamino-rhodamine B (DAR-1; 320 µg en DMSO; 
Sigma-Aldrich). Tras 1 hora, los ratones fueron perfundidos mediante inyección de PBS 
intracardiaca, y los tumores fueron extirpados, fijados con 2% PFA (3 h) y congelados en 
OCT. Las secciones de 40 µm fueron analizadas mediante microscopio confocal (Leica TSC 
SP5). Para la cuantificación de las imágenes se usó ImageJ; el pseudocolor de las 
imágenes se obtuvo con el software confocal Leica (LAS AF 2.6.0). 
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La cuantificación del NO en las células endoteliales se llevó a cabo según se describe en 
Strijdom  et al., 2004. En resumen, las células 1G11 fueron infectadas con los virus Ad-C y 
Ad-mSOD3 y se incubaron al día siguiente (3 h, 37ºC) con la sonda de NO fluorescente  4,5-
diamofluorescein (DAF2, 10 µM; Sigma-Aldrich). Las células se analizaron mediante FACS 
usando células sin tratar con DAF2 como control negativo.  
17.  Aislamiento de subpoblaciones celulares del tumor  
Los tumores fueron digeridos (1 hora, 37ºC) en medio Leibovitz´s L-15 con 300 U/mL 
de Colagenasa y 100 U/mL de Hialuronidasa (Stem Cell Technologies). La digestión se 
detuvo por adición de HBSS (Gibco) con HEPES 10 mM y 2% FCS. Las suspensiones de 
células individuales resultantes se incubaron secuencialmente con Anti-CD45 (clon 30-F11) 
y -TER119 (TER119, BD Biosciences), seguido de microesferas magnéticas cubiertas con 
IgG anti-rata (Dynabeads, Invitrogen). Las células restantes fueron aisladas por FACS 
(Beckman Coulter) después de la tinción con anti-CD31-PE (MEC 13.3) y -CD24-FITC (M1 / 
69; BD Biosciences). Las fracciones celulares aisladas fueron lisadas inmediatamente con el 
reactivo TRI Reagent (Sigma-Aldrich) o con el EasyRNA kit (QIAGEN; solo en muestras con 
células ≤ 5 x 105) y las muestras se almacenaron (-80º C) para la extracción de ARN. La 
eficiencia del aislamiento se determinó por tinción de las muestras con anti-CD45-FITC (clon 
I3/2.3), CD31-PE (clon MEC 13.3), y CD24-PE-Cy5 (clon M1/69) (BD Biosciences) y con 
Violet Live/Dead Cell Stain Kit (Invitrogen)  para descartar las células muertas. 
 
18.  Determinación del infiltrado leucocitario en tumores 
Los tumores se digirieron (90 min, 37ºC) con colagenasa P (1 mg/ml; Roche) y DNasa 
I (100 µg/ml, Roche) y la suspensión celular resultante de la digestión se filtró a través de un 
cell strainer de 40 µm. Estas muestras se tiñeron con los anticuerpos específicos de 
marcadores de superficie (TABLA 6) para analizar el infiltrado leucocitario mediante FACS 
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Tabla 6. Anticuerpos usados en el marcaje de leucocitos 
Anticuerpo  Casa comercial 
anti-CD11b eBioscience (clon M1/70) 
anti-CD11c eBioscience (clon N418) 
Anti-CD19 BD Pharmingen (clon 1D3) 
Anti-CD3 eBioscience (clon 145-2C11) 
Anti-CD4 Beckman Coulter (clon GK1.5) 
Anti-CD45 BD Pharmingen (clon I3/.3) 
Anti-CD8 eBioscience (clon 53-6.7) 
Anti-Gr1 Beckman Coulter (clon RB6-8C5) 
Anti-Mac3 BD Pharmingen (clon M3/84) 
Anti-NK1.1 BD Pharmingen (clon PK136) 
 
19.  Ensayos de adhesión y migración de leucocitos in vitro 
Los leucocitos se aislaron de bazo de ratones y el tejido fue disgregado 
mecánicamente sobre un cell strainer (40 µM diámetro) y se lisaron los eritrocitos con 0,85% 
NH4Cl (5min, temperatura ambiente). Los esplenocitos se bloquearon con IgG murina (10 
min, 4ºC) y luego se incubaron con los anticuerpos anti-CD19 y anti-CD3 para aislar células 
CD11b+ o con anti-CD19 y anti-CD11 para purificar células CD3+ (20 min, 4ºC). A 
continuación, se añadieron las microesferas magnéticas recubiertas con IgG anti-rata (30 
min, 4ºC) para eliminar las células unidas a los anticuerpos obteniéndose así por selección 
negativa ambos tipos celulares. 
Los ensayos de migración se realizaron en transwells (Corning)  de 3 µm de tamaño de poro 
(CD3+) o 5 µm (CD11b+; 106/pocillo en ambos casos), en los que el día anterior se sembró 
una monocapa de células 1G11, 1G11-mock o -SOD3 (5x104 células). En el pocillo inferior 
se añadió como quimioatrayente medio condicionado tumoral de células N202.1A crecidas 
durante 5 días. Tras 3 horas de incubación, las células que migraron a la cámara inferior se 
analizaron mediante citometría de flujo (Cytomics FC500; Beckman Coulter). 
Para los ensayos de adhesión en cámaras de 8 pocillos (Nunc), las células CD3+ y 
CD11b+ se tiñeron con CMTMR (1 µM CMTMR in PBS, 30 min, 37ºC; Invitrogen). Se 
sembraron células 1G11-mock o -SOD3 (1x105 /pocillo) y a las 24 horas se añadieron los 
leucocitos marcados (106/pocillo) y se incubaron durante 1, 10, 20 o 30 min a 37ºC. 
Trascurrido el tiempo de adhesión y tras el lavado con PBS, las células adheridas se fijaron 
con 4% formaldehído (5 min) y se tiñeron con Vectashield con DAPI (Vector Labs). Se 
tomaron imágenes con el microscopio Olympus FluoView 1000 system y se cuantificaron las 
células adheridas mediante el software ImageJ. 
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Para los experimentos de inhibición de NF-κB, las células 1G11 se pretataron con el 
inhibidor BAY 11-7082 (Selleckchem) (2µM, 1 hora,  37ºC) o DMSO a la misma 
concentración, y a continuación se trataron con TNFα (10 ng/mL, 6 h, 37ºC). Una vez 
purificados los leucocitos, se marcaron diferencialmente con sondas fluorescentes y se 
mezclaron en proporción 1:1. Para el ensayo de adhesión las células CD3+ se marcaron con 
la sonda fluorescente CMTMR (1 µM en PBS, 30 min, 37ºC) y las células CD11b+ con CFSE 
(2 µM en PBS, 30 min, 37ºC, ThermoFisher Scientific). Para el ensayo de quimiotaxis, las 
células CD3+ se marcaron con CMAC (1:1000 en PBS, 30 min, 37ºC, ThermoFisher 
Scientific), y las CD11b+ con CFSE (2 µM en PBS, 30 min, 37ºC). En el ensayo de adhesión, 
la fluorescencia de cada marcador se cuantificó mediante un lector de fluorescencia 
(FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader), y en el de quimiotaxis mediante citometría de 
flujo (Cytomics FC500; Beckman Coulter). 
20.  Inmunoblot  
Los extractos de proteínas fueron obtenidos con el tampón de lisis celular RIPA (Tris-HCl 
50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 1%, deoxicolato sódico 0,5% y SDS 0,1%) 
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 1 mM, Na3VO4 1 mM, 
leupeptina 10 µg/ml, aprotinina 10 µg/ml, NaF 5 mM,). Las proteínas se cuantificaron 
mediante el Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce) y se separaron en condiciones 
desnaturalizantes por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) siguiendo el 
método Laemmli usando el tampón de electroforesis Tris-Glicina.  
La transferencia se hizo en membrana de nitrocelulosa y el bloqueo de la misma se llevó 
a cabo en TBS-Tween20 con leche desnatada al 5%. Tras la hibridación con los anticuerpos 
primarios y secundarios acoplados a HRP (horseradish peroxidase) (TABLA 7),  se reveló 
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Tabla 7. Anticuerpos utilizados para inmunoblot 
Anticuerpo Dilución Casa comercial 
anti-SOD3  1:200 Santa Cruz Biotechnology  
anti-VEC 1:200 LSBio  
anti-pan Cadherina 1:1000 Sigma (clon CH-19) 
anti-IκBα 1:1000 Cell Signaling (clon 44D4) 
anti-HA 1:1000 Covance (clon 16B12) 
anti-Ubiquitina 1:200 Santa Cruz Biotechnology (clon P4D1) 
anti-CD9 1:2000 Abcam (clon EPR2949) 
anti-β Actina  1:5000 Sigma Aldrich 
Anti-β Tubulina 1:5000 Sigma Aldrich 
Anticuerpos secundarios conjugados a HRP  1:2000 Dako  
 
21.  Ensayos ELISA 
Se midieron los niveles de PlGF endógeno en los tumores de ratones Tg-neu tratados 
con vhcl o Lov. Para ello se extrajeron las proteínas mediante el uso del tampón RIPA y se 
llevó a cabo la inmunodetección de PlGF con el mouse PlGF-2 immunoassay (R&D 
Systems). 
Para medir la concentración de la quimioquina CCL2 en células 1G11-mock y 1G11-SOD3, 
se recogieron los medios condicionados de estas células tras 48h de crecimiento y se 
realizó el ensayo de ELISA con el kit comercial  mouse MCP-1 ELISA MAX Standard Set 
(Biolegend, 432701) según las instrucciones del fabricante. 
22. Ensayos de Ubiquitinación 
Para el análisis de ubiquitinación de IκBα se llevó a cabo el protocolo como se 
describe en Carmody et al., 2007. Las células 1G11-mock y -SOD3 fueron tratadas con el 
inhibidor del proteosoma MG132 (20 µM; Selleckchem) durante la última media hora de 
estimulación con TNFα.  
Las células fueron lisadas en tampón RIPA suplementado con 1% SDS, 20 µM NEM 
(N-ethylmaleimide; Sigma-Aldrich) y el cocktail de inhibidores de proteasas Complete Mini 
Protease Inhibitor Cocktail (Roche); los lisados totales (250 µg) fueron inmunoprecipitados 
con 2 µg de anti-IκBα (Cell Signaling , clon 44D4) y esferas magnéticas con proteína A/G 
(Protein A/G MagBeads, GenScript). Las proteínas unidas fueron eluídas con glicina 0,1 M, 
pH 2,3 y neutralizadas para ser resueltas por SDS-PAGE. Finalmente se llevó a cabo el 
inmunoblot secuencialmente con los anticuerpos anti-IκBα y anti-ubiquitina.  
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23.  Ensayos de promotor 
En los ensayos del promotor de VE-Cadherina utilizamos el plásmido pGL3-VEC-Luc 
(promotor VEC de 2,4 kb) (Andriana et al., 2012) que fue cedido por  el Dr. Q. Xu (British 
Heart Foundation Centre, King’s College London, England). Las células 1G11 fueron 
transfectadas de forma transitoria usando Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher Scientific) con 
la mezcla de los siguientes plásmidos: pGL3-VEC-Luc + pRV-SOD3-IRES-gfp ó pRV-IRES-
gfp (mock control) + pRL-SV40-Luc Renilla (como control interno), en una proporción 6:3:1. 
Además, en algunos experimentos las células transfectadas se incubaron con el donante de 
NO DETA-NONOate (casa comercial) ó con el inhibidor de sintetasas de óxido nítrico L-
NMMA (Cayman), usando la cantidad equivalente de  DMSO como solvente de los 
reactivos. Las actividades luciferasa firefly y renilla se midieron 72 horas después de la 
transfección usando Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega). La actividad 
relativa del promotor fue calculada como el cociente entre actividad firefly y actividad renilla. 
Para medir la actividad de NF-κB se usó el plásmido p-(NF-κB)3-LUC (Ricote et al., 
1998) cedido por M. Ricote (Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares) . Se 
transfectaron células 1G11-mock y 1G11-SOD3 con p-(NF-κB)3-LUC + pRL-SV40-Luc 
Renilla (como control interno), en una proporción 4:1. A las 48 horas de la transfección, se 
estimularon las células con medio condicionado tumoral N202.1A (60 y 180 minutos) o con 
TNFα (10ng/mL, 6h).  
En los experimentos de inhibición de NF-κB, se pre-incubaron las células con BAY 11-1782 
2µM durante 1 hora antes de la estimulación con medio tumoral o TNFα. La actividad 
relativa de este promotor se calculó como se ha descrito para el promotor de VE-Cadherina.  
 
24. Purificación de HA-SOD3  
Para la purificación de la proteína HASOD3 se transfectaron células HEK293T con 
pCMV-Sport6-HASOD3 y Lipofectamina 2000 (Invitrogen).  Las células se cultivaron 5 días 
consecutivos en medio con 0,1% BSA y se comenzó la purificación con 150 ml de este 
medio y 100 uL de microesferas de agarosa conjugadas con el anticuerpo anti-HA (HA 
Epitope Tag Antibody Agarose conjugate, clon 2-2.2.14, Thermo Scientific) incubándose 
durante toda la noche a 4ºC. Tras centrifugar (400 x g, 5 min) y separar el sobrenadante 
(fracción no unida), las microesferas se transfirieron a una columna de cromatografía (Poly-
Prep Chromatography Columns, BIO-RAD). Tras 3 lavados de la columna con tampón de 
lavado (TRIS HCl 50mM, pH 7,5) se eluyó la proteína con el péptido HA a elevada 
concentración (1mg/mL). Para eliminar el péptido HA de la preparación se usaron filtros de 
tipo Amicon para cambiar el solvente de la proteína a TRIS HCl 50mM, pH 7,5. Para estimar 
la concentración de la proteína purificada se analizó por electroforesis en gel junto con un 
patrón de albumina de suero bovino (BSA) y tras tinción con azul de Coomassie. 
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25.  Ensayo de actividad enzimática SOD 
Para medir la actividad enzimática de SOD3 WT y de HA-SOD3 en el medio de las 
células HEK293T transfectadas así como de la proteína purificada HA-SOD3, usamos el kit 
comercial OxiSelect Superoxide Dismutase Activity Assay (Cell Biolabs), el cual usa un 
sistema xantina/xantina oxidasa (XOD) para generar aniones superóxido. Estos aniones son 
detectados con una solución cromógena, pero en presencia de actividad SOD, la 
concentración de estos aniones disminuye y se emite menos señal colorimétrica.  La 
detección de la absorbancia se llevó a cabo mediante un lector de placa (FilterMax F5 Multi-
Mode Microplate Reader, Molecular Devices). 
 
26.  Aislamiento y caracterización de exosomas 
Los exosomas se aislaron mediante centrifugación diferencial como se describe en 
Ashiru et al., 2010. Las células HEK293T se cultivaron durante 5 días en medio de 
crecimiento sin SFB (0,2% BSA), el cual se recogió y se centrifugó dos veces (10 min, 300g) 
para eliminar los restos celulares. A continuación se centrifugó 30 min a 10.000g y luego 
durante 2h a 100.000g. El precipitado de la última centrifugación se resuspendió en tampón 
HEPES 10mM, NaCl 130 mM. Para análisis mediante inmunoblot, los exosomas fueron 
directamente solubilizados en tampón de carga SDS.  
Para análisis de microscopía electrónica, se llevó a cabo la adsorción de la fracción de 
exosomas recién purificada a rejillas de níquel ionizadas y recubiertas con coloidón y una 
capa de carbón evaporado. Las rejillas se trataron con saponina 0,1% en PBS (5min), luego 
se bloquearon 10 min en PBS al 10% SFB, y se incubó con el anticuerpo anti-HA diluido en 
PBS al 5% SFB  durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras lavar con PBS, se incubó con 
el anticuerpo secundario unido a oro de 5 nm  durante 45 min a temperatura ambiente. 
Finalmente, las rejillas se tiñeron con acetato de uranilo al 1% en agua destilada durante 40 
segundos.  
27.  Espectrometría de masas. Proteómica cuantitativa label free 
Para identificar las proteínas que interaccionan con la SOD3, se incubaron células 
HEK293T en presencia de medio enriquecido con la HASOD3 durante 5 horas a 37ºC. A 
continuación se lisaron las células en tampón con el detergente no iónico NP-40 al 0,5% 
(Tris-HCl 10 mM, KCl 10 mM, NaCl 150 mM, NP-40 0,5%) más inhibidores de proteasas y 
fosfatasas. Los extractos celulares fueron incubados con microesferas de agarosa 
conjugadas con el anticuerpo anti-HA (HA Epitope Tag Antibody Agarose conjugate, 2-
2.2.14, Thermo Scientific) 16 horas a 4º C. Seguidamente se realizaron 4 lavados, 2 con 
tampón de lisis y 2 con Tris-HCl 50 mM, pH 7.5.   
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A continuación, las muestras se analizaron en el servicio de proteómica del CNB 
mediante nano HPLC-MS/MS de alta resolución Triple Tof. En resumen, se llevó a cabo la 
carga de las muestras en geles concentradores y la digestión tríptica en gel, previa 
reducción y alquilación con iodoacetamida. A partir de los espectros de fragmentación 
obtenidos se identificaron péptidos mediante la utilización de distintos motores de búsqueda 
(Mascot, OMSSA, X! Tandem, Myrimatch). Estos motores utilizan bases de datos target-
decoy sobre las que se comparan los espectros de fragmentación experimentales, 
obteniéndose distintas puntuaciones individuales (scores). Además, se aplica una tasa de 
error (FDR), considerándose para criterios cuantitativos tan sólo el conjunto de péptidos con 
FDR <1%. Para el análisis de regulación diferencial, se llevo a cabo el método de 
cuantificación label-free, desarrollado por Proteobotics S. L., considerando como regulación 
de alta confianza las proteínas con q valor <0,01. 
28.  Análisis estadístico 
 
Los datos se presentan como la media ± el error estándar de la media, SEM. Se 
aplicó la prueba t de Student  de dos colas o prueba ANOVA de una vía usando el contraste 
post-hoc de Dunnett para comparar los datos. Las diferencias se consideraron 






























1. Efecto del tratamiento con lovastatina sobre la vasculatura y el infiltrado 
en tumores de mama de ratones FVB/N-Tg (MMTVneu) 
Las estatinas, además de inhibir la síntesis de colesterol, tienen actividad anti-
inflamatoria y/o inmunomoduladora (Mira y Mañes, 2009). Previamente en el laboratorio se 
describió que el tratamiento con lovastatina tenía un efecto inmunomodulador in vivo a 
través del control de la expresión de quimioquinas en un modelo de respuesta a exposición 
de antígeno (Mira et al., 2008).  
En esta tesis se llevo a cabo el tratamiento con la estatina natural lovastatina (Lov) 
como agente anti-inflamatorio en modelos tumorales de ratón donde analizamos la influencia 
de modificar el estroma sobre la evolución del cáncer. En concreto, nos centramos en la 
búsqueda de moléculas que regulan la función de la vasculatura tumoral.	  
1.1.  La lovastatina reduce la aparición de nuevas lesiones tumorales 
Con objeto de analizar los mecanismos que pudieran mediar el efecto de las 
estatinas en modelos tumorales de ratón, se llevó a cabo el tratamiento de ratones 
transgénicos FVB/N-Tg(MMTVneu) (Tg-neu) con Lov. Estos ratones sobreexpresan el 
protooncogen neu en la glándula mamaria y desarrollan tumores de mama de forma 
espontánea (t50= 6 meses). Tan pronto como se detectaron los tumores por palpación, los 
ratones se aleatorizaron para la administración de lovastatina (Lov) o etanol (vhcl), (FIG. 
6A). La dosis de lovastatina (10 mg/Kg, i.p.; 3 días/semana; 6 semanas) era comparable a la 
dosis empleada en humanos (40 mg/día) (Mira et al., 2008).  
Tras la detección del primer tumor, se estudió la cinética de crecimiento del mismo y 
su peso a tiempo final.  Tanto la cinética de crecimiento de los tumores primarios (FIG. 6B) 
como el peso a tiempo final de los mismos (FIG. 6C) no se vieron alteradas por el 
tratamiento con Lov.  
Sin embargo, observamos una reducción significativa de la aparición de nuevos 




Figura 6. Lovastatina reduce la aparición de nuevos tumores en ratones Tg-neu. Los ratones Tg-neu fueron 
aleatorizados para el tratamiento con vhcl (n=8) o Lov (n=13) después de la detección del tumor. A) Volumen de 
los tumores antes del tratamiento. B) Cinética de crecimiento de los tumores primarios en ratones Tg-neu 
tratados con vhcl o Lov. C) Peso del tumor primario después de sacrificar el ratón. D) Número de tumores por 
ratón a las 6 semanas de tratamiento. *p<0,05, prueba t de Student de dos colas.  
Por tanto, en sintonía con otros estudios (Jakobisiak M y Golab J, 2003), nuestros resultados 
indicaron que el tratamiento con Lov en monoterapia no es efectivo en inhibir el crecimiento 
de los tumores mamarios en ratones Tg-neu, pero si impidió la aparición de nuevas lesiones 
oncogénicas en dichos ratones. 
1.2.  El tratamiento con lovastatina potencia la quimioterapia 
Se ha descrito que las estatinas podrían coadyuvar la actividad de algunos 
quimioterapéuticos (revisado en Jakobisiak M y Golab J, 2010).  Para analizar si Lov 
potenciaba el efecto quimioterapéutico de la doxorrubicina  (Doxo) en el modelo Tg-neu, se 
administraron dos dosis de Doxo (0,5 y 2,5 mg/Kg; i.p.; 2 días/semana; 6 semanas) en 
combinación con Lov o vhcl. La carga tumoral en los ratones tratados con la dosis más baja 
de Doxo (0,5 mg/Kg) y los tratados con Lov fue equivalente  (FIG. 7A).  Sin embargo, la 
administración de la dosis subóptima de Doxo (0,5 mg/Kg) en combinación con Lov redujo la 
carga tumoral a niveles comparables a los observados con una dosis de Doxo 5 veces 
mayor (FIG. 7A).  
Además el tratamiento Doxo 0,5 + Lov también disminuyó el número de tumores por 
ratón comparado con el tratamiento Doxo 0,5 + Vhcl (FIG. 7B); esta reducción fue 
comparable al efecto de la administración de dosis alta de Doxo (2,5 mg/Kg). El aumento en 
la actividad quimioterapéutica de Doxo en combinación con Lov puede deberse a un 
incremento en la actividad citotóxica de la doxorrubicina, o a un aumento de los niveles de 
Doxo en el parénquima tumoral. Para analizar esta ultima posibilidad, cuantificamos el 
contenido en Doxo de las muestras tumorales de ratones tratados con Doxo 0,5 + Lov  o 
Doxo 0,5 + vhcl mediante HPLC-FD (FIG. 7C). Observamos que la coadministración de 
Día	  0	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Doxo + Lov aumentó significativamente los niveles de Doxo en los tumores comparado con 
Doxo + vhcl (FIG. 7D). 
 
Figura 7. La lovastatina mejora la 
quimioterapia aumentando los niveles de 
Doxo en tumores Tg-neu. A) Cinética de 
crecimiento de tumores espontáneos de 
ratones Tg-neu tratados con Lov, Doxo 
(2,5mg/Kg), Doxo (0,5mg/Kg)+vhcl o Doxo 
(0,5mg/Kg)+Lov (n= 10 en cada grupo); * 
p<0,05, ANOVA de medidas repetidas y test 
de Dunnett post-hoc (Doxo0.5+Vhcle como 
referencia). (B) Número de tumores medio de 
los ratones en A (p<0,05, prueba ANOVA de 
una vía con test de Dunnett post-hoc 
(Doxo0.5+Vhcle como referencia). C) Perfiles 
HPLC-FD de un extracto de tejido que 
contiene Doxo y daunorrubicina en 
cantidades conocidas (1), y muestras de 
tumores representativos de ratones tratados 
con Doxo(0,5 mg/Kg)+Lov (2) o Doxo(0,5 
mg/Kg)+ vhcl (3). D) Cuantificación de Doxo 
en las muestras a partir del análisis por 
HPLC-FD  (n = 6; **p <0,01 prueba de Mann-
Whitney). 
 
Por lo tanto, en ratones Tg-neu, la administración de lovastatina aumenta el contenido en 
Doxo en el tumor.  
1.3.  El tratamiento con lovastatina remodela la vasculatura y mejora 
la oxigenación tumoral 
Se ha descrito que las estatinas reducen la permeabilidad vascular, mantienen la 
integridad de las uniones endoteliales y mejoran la perfusión sanguínea en algunas 
enfermedades como la retinopatía diabética (Chen et al., 2013). En tumores, la mejora de la 
perfusión de fármacos esta asociada a cambios en estructura y función de los vasos 
sanguíneos. En este modelo tumoral el tratamiento con Lov aumentó el contenido de Doxo 
en el tumor por lo que analizamos a continuación el estado de la vasculatura. 
1.3.1 Cambios en el fenotipo de los vasos sanguíneos y en la 
asociación de pericitos 
Analizamos si el tratamiento con Lov afectaba a la angiogénesis en los tumores de 
los ratones Tg-neu  cuantificando el número y tamaño de las estructuras CD31+ (marcador 
de células endoteliales) en tumores aislados de ratones tratados con Lov o vhcl. El 
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tratamiento con Lov aumentaba el número de vasos (FIG. 8A, B) y reducía su diámetro 
(FIG. 8C) comparado con los tratados con vhcl.  
 
Figura 8. Aumento en el 
número de vasos 
sanguíneos asociado al 
tratamiento con 
lovastatina. A) Tinción 
de secciones de tumores 
tratados con Lov o vhcl 
con el anticuerpo anti-
CD31 (B, C) 
Cuantificación de la 
densidad y el diámetro a 
partir de las imágenes 
como A (n ≥10 imágenes 
de cada tumor; 4 tumores 
de cada condición) 
*p<0,05 prueba t de 
Student de dos colas.  
 
Esta reducción en el diámetro de los vasos también se observó mediante microscopía 
electrónica de barrido (FIG. 9A, B). Así mismo, los vasos sanguíneos de los tumores 
tratados con vhcl presentaban anomalías en las EC, presentando bordes irregulares y 
discontinuidades en el lecho vascular (FIG. 9C, E). Mientras que en los tratados con Lov, los 









Figura 9. La lovastatina regula la estructura de la vasculatura tumoral. Ultraestructura por microscopia 
electrónica de barrido de los vasos sanguíneos de tumores de ratones Tg-neu tratados con vhcl (A, C, E) y con 
Lov (B, D, F).  
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Las irregularidades en la morfología de las EC normalmente están asociadas a una escasa 
cobertura por pericitos o células murales (Mitali et al., 2009). La tinción con nestina, un 
marcador de pericitos, demostró un aumento significativo de la colocalización entre nestina y 
CD31 en tumores tratados con Lov, sugiriendo una mayor cobertura de los vasos 











Figura 10. Lovastatina aumenta el recubrimiento de los vasos sanguíneos con pericitos. A) Tinción de 
vasos sanguíneos (CD31+, en verde) y de pericitos (nestina, en rojo) en tumores de ratones vhcl y Lov; en 
amarillo se muestran las zonas de doble tinción. B) Cuantificación de la colocalización de nestina y CD31 en las 
imágenes como A (n ≥30 de al menos 3 tumores por condición) **p<0,01 prueba t de Student de dos colas.  
 
1.3.2 Efecto sobre la perfusión y la oxigenación de los tumores 
Análisis de secciones de tumores de ratones perfundidos con lectina-FITC indicaron 
que el tratamiento con Lov aumentaba el porcentaje de vasos sanguíneos con doble tinción 
lectina-FITC/CD31+ en comparación con los ratones vhcl (FIG. 11A-C). Por lo tanto, el 
tratamiento con Lov no solo incrementó el número total de vasos sanguíneos que irrigaban 
los tumores Tg-neu (Fig. 3), sino que también mejoró la funcionalidad de los mismos, 
resultando en una mayor perfusión de los tumores. 
Consistente con el aumento en la perfusión, observamos que los tumores tratados 
con Lov tenían una mayor oxigenación comparado con el vhcl, determinada como una 
disminución del área teñida por el marcador de hipoxia pimonidazol (FIG. 12A, B). Una 
consecuencia del metabolismo glucolítico en tejidos hipóxicos es la acumulación de lactato 
(efecto Warburg). Observamos que la administración de Lov disminuyó los niveles de lactato 




Figura 11. El tratamiento con lovastatina mejora la perfusión de los tumores. Inmunofluorescencia de 
secciones de tumores de ratones tratados con vhcl (A) y Lov (B) perfundidos con lectina-FITC y teñidos con un 
anticuerpo anti-CD31. C) Cuantificación de los vasos con doble tinción CD31+/lectin+ a partir de imágenes como 
A y B (n ≥30 de al menos 3 tumores por condición) **p<0,01 prueba t de Student de dos colas.  
 
En conjunto, los resultados mostrados indican que el tratamiento con Lov aumenta el 
número y mejora la maduración de los vasos que infiltran los tumores, lo que provoca una 
mayor perfusión de dichos tumores y una reducción de la hipoxia en los mismos.  
 
Figura 12. Lovastatina incrementa la oxigenación de tumores Tg-neu. A) Detección de zonas hipóxicas 
mediante tinción con pimonidazol. B) Cuantificación del área teñida con pimonidazol de las imagenes como A (n 
≥5 imagenes de al menos 4 tumores por grupo)*p <0,05; test de Mann-Whitney. C) Concentracion de lactato en 







1.4.  El tratamiento con lovastatina aumenta  el infiltrado de células T 
en el tumor 
Numerosas observaciones experimentales derivadas de cultivos celulares, estudios 
con modelos animales y en pacientes demuestran que las estatinas tienen propiedades anti-
inflamatorias (Jain MK y  Ridker PM, 2005). Además está descrito que en determinados 
tipos de tumores, como melanoma, las estatinas pueden promover la respuesta inmune anti-
tumoral (Sarrabayrouse et al., 2017). Dado que el tratamiento con Lov reduce la aparición de 
nuevos tumores en los ratones Tg-neu (FIG.1D), analizamos si Lov inducía cambios en la 
respuesta inmune. 
Se analizó por citometría de flujo el infiltrado de las poblaciones mayoritarias de leucocitos 
en los tumores de ratones Tg-neu tratados con Lov o con vhcl. Observamos un aumento 
significativo en la población de linfocitos T y una reducción en los macrófagos asociados a 
tumor (TAM) en los ratones tratados con Lov (FIG. 13A).  Un análisis más detallado 
demostró que el tratamiento con Lov aumentó específicamente la infiltración de células T 
CD8+ (FIG.  13B).  
Los datos obtenidos por FACS se corroboraron mediante el análisis por inmunofluorescencia 
de secciones de tumores; de nuevo observamos que el tratamiento con Lov aumentaba el 
número de linfocitos T infiltrantes, lo que causa un cambio significativamente en la 
proporción de células CD3+/CD11b+  en dichos tumores (FIG. 13C, D). 
1.5. La inhibición del crecimiento de tumores por lovastatina depende del 
sistema inmune adaptativo 
El tratamiento con Lov no afecta al crecimiento de los tumores primarios en los 
ratones Tg-neu (FIG. 1B), pero sí inhibe la aparición de nuevos tumores en dichos ratones 
(Fig. 1D). Esto sugiere que Lov pudiera no ejercer efectos anti-tumorales en tumores ya 
establecidos, pero si impedir el desarrollo de nuevas lesiones favoreciendo la eliminación de 
las mismas por el sistema inmune. Para mimetizar esta condición, generamos tumores 
mediante la inyección de células N202.1A, derivadas de un tumor de mama de ratones Tg-
neu, en ratones singénicos inmunocompetentes (Tg-neu) e inmunodeficientes (FVB-RAG2-/-
); el tratamiento con Lov comenzó el mismo día de la inyección de las células tumorales. 
Observamos que Lov inhibió el crecimiento de los tumores N202.1A en los ratones 
inmunocompetentes, determinado tanto por el volumen del tumor (FIG.  9A) como por el 




El análisis del infiltrado tumoral indicó que Lov aumentaba la infiltración de linfocitos 
T (FIG. 14C), lo que cambiaba la proporción de células CD3+/CD11b+ (FIG. 14D). Por el 
contrario, el crecimiento de los tumores N202.1A no se vió afectado por el tratamiento con 
Lov en los ratones FVB-RAG2-/- (FIG. 14E). Estos resultados indican la existencia de una 
















Figura 13. Lov aumenta la infiltración de células T en el tumor. A) Análisis por FACS del infiltrado leucocitario 
en los tumores Tg-neu tratados con vhcl o Lov. B) Porcentaje de subtipos de linfocitos T en los tumores 
analizados en A, (n = 5 ratones/condición). C) Imagen representativa de tumores teñidos con CD11b (celulas 
mieloides, rojo) y CD3 (celulas linfoides, verde); barra de escala = 100 µm. D) Proporción de células mieloides y 

























Figura 14. La lovastatina inhibe el crecimiento de tumores N202.1A en ratones inmunocompetentes pero 
no en ratones inmunodeficientes. A) Cinética de crecimiento de tumores N202.1A inducidos en ratones Tg-neu 
tratados con vhcl o Lov. B) Peso de los tumores después de sacrificar los ratones (n = 9 ratones/grupo). C) 
Secciones representativas de los tumores en B teñidos para CD11b (rojo) y CD3 (verde). D) Relación entre 
células CD3+ y CD11b+ a partir de las imágenes como C (n = 6 imágenes/ grupo). E) Cinética de crecimiento de 
tumores N202.1A implantados en ratones Rag2-/- inmunodeficientes tratados con vhcl o Lov  (n = 8 ratones/ 
grupo). A, B, D, * p <0,05, ** p<0,01, prueba t de Student de dos colas.  
 
2. El tratamiento con lovastatina induce un programa genético que afecta a la 
angiogénesis y a la respuesta inflamatoria 
Nuestros datos demuestran que Lov induce cambios en la estructura y función de la 
red vascular tumoral, así como en el tipo de infiltrado leucocitario.  Con el fin de identificar el 
mecanismo a través del cual Lov induce estos cambios, realizamos un análisis global de los 
perfiles de expresión génica de los tumores tratados con Lov y vhcl. Se identificaron 88 
genes con expresión diferencial (≥ 2 veces de cambio; p< 0.002), de los cuales 39 genes 
presentaban expresión aumentada (TABLA 8) y 49 expresión disminuida en los tumores 
tratados con Lov en relación a los vhcl (TABLA 9). Seleccionamos 28 de estos genes para 
validar su expresión mediante PCR cuantitativa (RT-qPCR) en un set de 6 tumores 
independientes para cada tratamiento; el 75% de los genes positivamente regulados y el 
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95% de los genes negativamente regulados por lovastatina fueron validados (TABLAS 8 y 
9).   
TABLA 8: Genes regulados positivamente por lovastatina en tumores Tg-neu 
ID Símbolo del gen Variación (Affymetrix) p-valor 
Variación (RT-
qPCR) 
 1452893_s_at 1110065P19Rik   +3.37  0.00883930  
 1428739_at 2310040A07Rik   +2.96  0.00960771  
 1453456_at 2900084O13Rik  +2.04  0.01848227  
 1457671_at 9330120H11Rik  +2.13  0.00487482  
 1455338_at A4galt  +2.01  0.01611295  
 1434450_s_at Adrbk2  +2.55  0.00570424 n.d. 
 1451528_at BC025833  +2.28  0.01880700  
 1436789_at Ccnjl  +2.63  0.00942679  
 1417649_at Cdkn1c  +3.02  0.01218819  +3.53 
 1444318_at Chchd7  +2.19  0.00310487  
 1425400_a_at Cited4   +2.16  0.01646017  +2.23 
 1456877_at Duox1  +2.14  0.01192997 n.d. 
 1448507_at Efhd1   +5.29  0.01176520  
 1418569_at Fblim1  +2.22  0.00649830  
 1427443_at Igkv14-111  +2.17  0.00188028  
 1442368_at Kctd12b  +2.42  0.01312430  
 1425078_x_at LOC620078  +2.94  0.01014131  
 1418061_at Ltbp2   +2.10  0.01061443  
 1419127_at Npy  +12.58  0.00003405  +12.56 
 1417526_at Pcbp3  +2.23  0.00478482  
 1452398_at Plce1  +2.32  0.00628965  
 1449876_at Prkg1  +2.45  0.01325143  
 1428268_at Psd2  +2.96  0.00005402  
 1455359_at Ptpn14  +2.22  0.01009810  
 1451362_at Rab7l1  +2.26  0.00177939  
 1424256_at Rdh12  +5.77  0.00676982  +3.91 
 1440523_at Rdhe2  +2.25  0.01861623  
 1443832_s_at Sdpr   +2.26  0.00851791  
 1455506_at Slc25a34  +2.25  0.01219438  
 1428642_at Slc35d3  +3.93  0.00158635  
 1418706_at Slc38a3  +2.14  0.01906393  
 1460129_at Slc6a2  +15.35  0.00083798  +10.68 
 1417633_at Sod3  +3.08  0.01821658  +2.90 
 1430567_at Spink5   +2.56  0.01232634  
 1423707_at Tmem50b  +2.74  0.00022938  
 1419063_at Ugt8a  +2.16  0.00361589   
 1420955_at Vsnl1  +2.65  0.00312430   
 1425098_at Zfp106  +2.03  0.00058966  




TABLA 9: Genes regulados negativamente por lovastatina en tumores Tg-neu 
ID Símbolo del gen Variación (Affymetrix) p-valor 
Variación 
(RT-qPCR) 
 1424518_at 2310016F22Rik  -2.23  0.00519226  
 1435639_at 2610528A11Rik   -3.83  0.01165076  
 1450387_s_at Ak3l1  -3.14  0.00849934  
 1418133_at Bcl3  -2.11  0.00256045  
 1422470_at Bnip3  -2.25  0.00113680 n.d. 
 1423954_at C3  -2.44  0.01987239  
 1436194_at C330008K14Rik   -2.07  0.00780316  
 1421307_at Car13  -2.15  0.01587732  -2.51 
 1417268_at Cd14  -2.60  0.01686902  
 1434376_at Cd44  -2.29  0.00908860  
 1423233_at Cebpd  -2.70  0.00184921  
 1451537_at  Chi3l1   -4.24  0.00354754  -4.78 
 1460259_s_at Clca1  -11.98  0.00154993              -18.53 
 1455232_at Cml2  -2.01  0.00836423  
 1448792_a_at Cyp2f2  -2.57  0.01026088  -11.57 
 1459725_s_at Dcpp1  -24.80  0.00645913  -30.33 
 1434580_at Enpp4  -2.54  0.00837424  
 1419029_at Ero1l  -3.52  0.00262414  -2.91 
 1416411_at Gstm2  -3.86  0.01805969  -4.86 
 1422704_at Gyk  -2.11  0.01194332  -2.57 
 1418645_at Hal  -2.04  0.00324816  
 1438037_at Herc5  -2.24  0.00302848  
 1424018_at Hint1  -2.15  0.00847301  
 1448239_at Hmox1  -2.64  0.01799435  -2.89 
 1426278_at Ifi27  -3.54  0.00005370  
 1450783_at Ifit1  -2.44  0.00001674  -2.81 
 1418293_at Ifit2  -2.38  0.00026362  
 1449025_at Ifit3  -2.84  0.00001199  -3.4 
 1423754_at Ifitm3  -2.30  0.00070483  
 1447456_x_at LOC671351   -3.81  0.01337311  
 1426808_at Lgals3  -3.54  0.01109253  
 1417290_at Lrg1  -4.80  0.01397624  
 1438239_at Mid1  -2.05  0.01598880  
 1417256_at Mmp13  -2.25  0.00898137  -3.62 
 1449587_a_at Muc10  -5.86  0.01043032  
 1451905_a_at Mx1  -2.51  0.00174636  -4.0 
 1450977_s_at Ndrg1  -2.35  0.00060994  -3.05 
 1420760_s_at Ndrl   -3.58  0.00088923  
 1416432_at Pfkfb3  -2.08  0.01154500  -2.32 
 1418471_at Pgf   -2.75  0.00572188  -2.86 
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 1449184_at Pglyrp1  -4.14  0.00740642  
 1437893_at Plb1  -3.10  0.00735658  
 1420388_at Prss12  -2.01  0.01183608  
 1436058_at Rsad2  -3.14  0.00005334  -3.32 
 1419100_at Serpina3n  -2.01  0.00399102  
 1415802_at Slc16a1  -2.82  0.00295649  
 1416342_at Tnc  -2.85  0.01224459  -3.73 
 1418345_at Tnfsf13  -2.68  0.01093668  -2.81 
 1418191_at Usp18   -3.04  0.00076537   
n.d., no-detectado 
Los procesos biológicos que estaban significativamente regulados por el tratamiento 
con Lov se analizaron usando la base de datos Gene Ontology (GO) (FIG. 15A, B).  En 
concordancia con el efecto que produce Lov en los tumores, encontramos que hay cambios 
en la expresión de genes relacionados con procesos de oxido/reducción, disminución en la 
expresión de genes reguladores positivos de la angiogénesis así como represión de genes 
relacionados con la respuesta inmune innata. 
 
 
Figura 15. A, B) Análisis por gene ontology (GO) de los principales procesos biológicos significativamente 





2.1.  La lovastatina inhibe la expresión del PlGF, un mediador de la 
polarización de los macrófagos en el tumor y la angiogénesis  
Uno de los genes que aparecía negativamente regulado por Lov en el análisis por 
microarray era el factor del crecimiento placentario (PlGF; placental growth factor), cuyo 
aumento se asocia con la hiperactivación de la vasculatura tumoral (Fischer et al., 2007). 
Esta disminución fue validada por qPCR (TABLA 9) y por ELISA (FIG. 16A). El factor de 
crecimiento del endotelio vascular (VEGF; vascular endothelial growth factor) es también un 
elemento clave en el proceso de angiogénesis tumoral (Arjaans et al., 2016) y observamos 
que los niveles de ARNm de VEGF eran comparables en los tumores vhcl y en los tratados 
con Lov (FIG. 16B), sugiriendo cierto grado de especificidad en el efecto de Lov sobre genes 











Figura 16. El tratamiento con Lov reduce los niveles de PlGF pero no de VEGF en tumores Tg-neu. A) 
Niveles de PlGF en extractos tumorales de ratones Tg-neu tratados con vhcl o Lov (n = 6 tumores/ grupo). (B) 
Niveles de ARNm de VEGF y PlGF en tumores de ratones tratados con vhcl o Lov ** p <0,01, prueba t de 
Student de dos colas.  
Se ha sugerido que el PlGF incrementa la angiogénesis tumoral induciendo la 
polarización de los macrófagos tumorales (TAM; tumor associated macrophages) hacia un 
fenotipo M2, que promueve el crecimiento tumoral, la secreción de factores proangiogénicos 
y la supresión de la función efectora de células T (Rolny et al., 2011). Debido a que el 
tratamiento con Lov regula negativamente PlGF, se analizaron los marcadores M1 y M2 de 
los TAM que infiltraban los tumores. Observamos que el tratamiento con Lov aumentó 
significativamente los niveles de ARNm de los marcadores M1 (IFNγ e IL-1β), mientras que 
indujo una regulación negativa de los marcadores M2 (IL-10, CD206 y CCL22) (FIG. 17A). 
El tratamiento con Lov también redujo los niveles de ARNm de TNFα (FIG. 17A), lo que 
coincide con la menor infiltración de TAM que observamos en estos tumores.  
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También observamos en secciones de tumores que el tratamiento con Lov disminuyó 
el porcentaje de TAM con fenotipo M2, identificados como CD206+, respecto al número total 
de macrófagos identificados con el marcador F4/80+. (FIG. 17B, C). 
 
Figura 17. La lovastatina reduce la polarización de TAM hacia fenotipo M2. A) Inducción o represión 
mediada por Lov del ARNm de los marcadores M1 (amarillo) y M2 (azul) de células CD45+ aisladas de tumores. 
Los valores indican la expresión relativa en tumores tratados con Lov respecto vhcl; se representa la variación 
media en la expresión de ARNm de al menos 4 tumores/grupo. B) Secciones representativas de tumores Tg-neu 
en ratones tratados con vhcl y Lov teñidos con el marcador M2 CD206 (verde) y el marcador de macrófagos  
F4/80 (rojo); barra de escala= 20 µm. C) Cuantificación de TAM M2 (F4/80+/CD206+) en imágenes como B (n = 
20 imágenes de 3 tumores/grupo)* p <0,05, **p<0,01, prueba t de Student de dos colas.  
 
Por tanto la reducción de PlGF mediada por Lov se asocia con una menor  
polarización de los TAM hacia fenotipo M2, lo que puede, por una parte, mejorar la 
vascularización tumoral y, por otra parte, generar un microambiente más propicio para la 





2.2.  La lovastatina induce la expresión de la Superóxido Dismutasa 3 (SOD3) 
en el microambiente tumoral  
Uno de los genes que aparecía positivamente regulado por Lov era la Superóxido 
Dismutasa 3 (SOD3), una enzima negativamente regulada en algunos tipos de cáncer 
respecto al tejido sano (Cammarota et al. 2015); la inducción de la SOD3 por Lov podría 
tener por tanto un potencial interés terapéutico. 
En primer lugar observamos que, comparado con el tejido mamario sano, los tumores Tg-
neu expresan menor cantidad de la SOD3 a nivel de ARNm y proteína, tal y como ha sido 
reportado en humanos (Singh y Bhat, 2012; Svensk et al., 2004; Wheeler et al., 2003; 
Cammarota et al., 2015; Teoh-Fitzgerald et al., 2014). También validamos tanto a nivel de 
ARNm (FIG. 18A) como a nivel de proteína (FIG. 18B) la inducción en la expresión de la 
SOD3 por Lov en tumores; en el tejido mamario no tumoral, dicha inducción era marginal. 
Para determinar qué células del microambiente tumoral eran responsables de la inducción 
de la SOD3 por Lov, se analizaron los niveles de ARNm de la SOD3 en células tumorales 
(fracción CD24+), células endoteliales (fracción CD31+) y células hematopoyéticas (fracción 
CD45+) purificadas del parénquima tumoral (Tardaguila et al., 2013). Lov aumentó la 
expresión de la SOD3 en todos los tipos celulares estudiados, pero ya que la expresión en 
las células CD45+ es mucho menor que en el resto la contribución al aumento global de 
SOD3 en el tumor se debe al efecto sobre las  células tumorales y endoteliales (FIG. 18C). 
Esto se confirmó al analizar la SOD3 en secciones de tumores y de tejido sano mamario, en 
las que quedó patente el fuerte silenciamiento de la SOD3 en tumores (comparado con el 
tejido sano) y la inducción de su expresión con Lov cerca de algunos vasos sanguíneos 
(FIG. 18D).  
 
Estos resultados nos animaron a investigar acerca de la contribución de la SOD3 a 
los efectos producidos por la lovastatina sobre la estructura y función de los vasos 








Figura 18. Identificación de la SOD3 como un gen que aumenta su expresión por el tratamiento con Lov 
en tumores Tg-neu. A) Niveles relativos de ARNm de la SOD3 en glándulas mamarias sanas (normal) y 
tumores de mama de ratones Tg-neu tratados con vhcl y Lov (n=6 ratones/condición). B) Inmunoblot 
representativo de la SOD3 en extractos de tejido normal y tumores de ratones tratados con vhcl y Lov (n=6 
tumores/condición). C+= extracto de pulmón como control positivo de SOD3; la cadena pesada de la Ig se usó 
como control de carga. C) Cuantificación del ARNm relativo de la SOD3 en células CD24+, CD31+ y CD45+ 
aisladas de tumores vhcl y Lov (n=4). D) Tinción de SOD3 (rojo) y CD31 (verde) en secciones de tumores de 















3. SOD3 contribuye a los efectos de la Lovastatina sobre la vasculatura 
y sobre el infiltrado tumoral 
La SOD3 disminuye los niveles de ROS, tales como O2- y H2O2 y aumenta de forma 
indirecta la biodisponibilidad del NO. A través de la regulación de estas especies reactivas 
del oxígeno ejerce un importante papel en la remodelación de la vasculatura (Kashiwagi et 
al., 2008), así como en la migración de las células inflamatorias (Laurila et al., 2009). 
 
3.1. Efecto sobre la quimioterapia 
Para estudiar la relevancia de la SOD3 en los efectos inducidos por Lov, se inyectó 
de forma subcutánea la línea celular tumoral LLC (Lewis lung carcinoma) en ratones 
silvestres (wild type; WT) y en ratones deficientes en la SOD3 (SOD3-/-), ambos en fondo 
genético C57BL/6. Una vez que los tumores fueron detectados (150-200 mm3), los ratones 
fueron tratados diariamente con Lov o vhcl, con o sin Doxo (2,5 mg/Kg) siguiendo la misma 
pauta y dosis que en los ratones Tg-neu. El tratamiento con Lov aumentó los niveles de 
ARNm (FIG. 19A)  y de la proteína de la SOD3 (FIG. 19B, C) en los tumores LLC 
implantados en ratones WT; esto no se observó en los ratones SOD3-/-.  
 
Figura 19. Aumento en los niveles de la SOD3 por Lov en tumores LLC. 
A) Niveles de ARNm de la SOD3 en tumores LLC crecidos en ratones WT y 
SOD3-/- tratados con Lov, Doxo y Lov+Doxo (n = 10 ratones/grupo). B) 
Inmunoblot representativo de la SOD3 (arriba) y tubulina (abajo) en extractos 
de tumores LLC crecidos en ratones WT y SOD3-/- tratados con vhcl y Lov, 
C+: extracto de pulmón  como control positivo de la SOD3. C) Las bandas 
específicas de la SOD3 y tubulina se midieron por densitometría, y la 
proporción de la señal SOD3/tubulina se calculó para cada muestra de tumor. 
El gráfico muestra media ± SEM de estos valores (n=10 /grupo): nd, no 





Dado que las células LLC codifican para la SOD3, estos resultados indicaron que Lov 
inducía la expresión de esta proteína principalmente en el estroma y no en la fracción de 
células tumorales. 
Se analizó la cinética de crecimiento de estos tumores y se observó que 
independientemente de la SOD3, la administración de Lov no afectó al crecimiento tumoral 
(FIG. 20A, B). Sin embargo, la coadministración de Lov + Doxo (2,5 mg/Kg) redujo el 
crecimiento de los tumores sólo en ratones WT (FIG. 20A) y no en ratones SOD3-/- (FIG. 
20B). Este efecto se correlacionó con un incremento en los niveles de Doxo sólo en los 
tumores de ratones WT tratados con Lov en comparación con los tumores de ratones WT 
vhcl (FIG. 20C). 
 
Figura 20. Mejora de la quimioterapia por Lov sólo en ratones WT. Cinética de crecimiento de 
tumores LLC en ratones WT (A) y SOD3-/- (B) tratados con vhcl, Doxo+vhcl o Doxo+Lov. (n=10 
ratones/condición). *p <0,05, prueba one-way ANOVA, usando test de Dunnett refiriendo al grupo 
vhcl. C) Cuantificación de Doxo en extractos de tumores de los ratones en A y B.  *p < 0,05, prueba t 
de Student de dos colas.  
 
3.2. Efecto sobre la estructura y permeabilidad de la red vascular tumoral 
El incremento en la cantidad de Doxo en los tumores puede ser consecuencia de 
cambios mediados por la SOD3 en la red vascular que irriga el tumor. Apoyando esta 
hipótesis observamos que la administración de Lov aumentó el numero de vasos 
sanguíneos, identificados como el número de estructuras CD31+, sólo en los ratones WT 
pero no en los ratones SOD3-/- (FIG. 21A y B).  
El análisis ultraestructural indicó que los vasos de los tumores de ratones WT vhcl 
así como de ratones SOD3-/- presentaban anomalías típicas de una vasculatura tumoral, 




Por el contrario, el tratamiento con Lov de ratones WT potenció la unión entre células 
endoteliales, aportando una estructura continua a los vasos (FIG.21C–b), algo que no 
ocurría en los ratones SOD3-/-. Consistente con estos cambios estructurales, el tratamiento 
con Lov redujo la extravasación de dextrano-Texasred en tumores crecidos en ratones WT 
pero en los ratones SOD3-/- tratados con Lov, los cuales mostraron una permeabilidad 
comparable al del grupo vhcl (FIG. 21D,  E).  
 
Figura 21. El tratamiento con Lov en ratones WT altera la vasculatura 
asociada a tumores. A) Tinción con el anticuerpo anti-CD31 de secciones 
de tumores LLC crecidos en ratones WT o SOD3-/- tratados con vhcl o Lov. 
B) Cuantificación del número de vasos de las imágenes como A. C) Análisis 
mediante microscopia electrónica de barrido de la ultraestructura de las EC 
en tumores de ratones WT y SOD3-/- tratados con vhcl (a, c) y Lov (b, d). D) 
Permeabilidad vascular en tumores LLC, determinada por la inyección de 
lectina-FITC (verde) y dextrano-Texas Red (rojo); solo se muestra la doble 
tinción (amarillo indica colocalización). E) Cuantificación de la 
permeabilidad relativa de los vasos de las imágenes como D. Se muestra la 
relación entre la intensidad de fluorescencia del dextrano extravasado y el 
número de vasos perfundidos. En todos los casos n ≥10 imágenes de cada 






La permeabilidad de los vasos sanguíneos está regulada en parte por las uniones 
adherentes célula-célula, uno de cuyos principales componentes es la cadherina del 
endotelialo vascular (VEC) (Dejana et al., 2008).   
Analizamos si el tratamiento con Lov regulaba los niveles de VEC, y si la SOD3 
mediaba en esta regulación. Observamos que los niveles de VEC (ARNm y proteína) eran 
más elevados en los tumores de ratones WT tratados con Lov en comparación con los vhcl 
o los ratones SOD3-/- (FIG. 22A, B, C).  Estos resultados sugieren que el tratamiento con 
Lov regula la expresión de VEC en las células endoteliales del tumor de una manera 
dependiente de la SOD3. 
                  
 
 
Figura 22. Inducción en los niveles de la VEC por Lov en ratones WT. A) Niveles de ARNm de 
VEC en tumores de ratones WT y SOD3-/- tratados con vhcl y Lov. B) Imágenes de la tinción de VEC 
(rojo) y CD31 (verde) en tumores de ratones WT y SOD3-/- tratados con Lov. C) Área teñida con VEC 
determinada como porcentaje de tinción de VEC en estructuras CD31+, de las imágenes como B. 
n=10 imágenes de 5 ratones/grupo, * p <0,05 prueba t de Student de dos colas.  
 
 
3.3. Efecto sobre la infiltración de linfocitos T  
En los tumores LLC se analizó también la infiltración de células T (CD3+) y de células 
mieloides (CD11b+) mediante inmunohistoquímica. Observamos un aumento específico en 
la infiltración de linfocitos T, pero no de células mieloides, en ratones WT tratados con Lov; 
como consecuencia la proporción CD3+/CD11b+ era mayor en los tumores tratados con Lov 
que en los tratados con vhcl (FIG. 23A, B). Sin embargo, el tratamiento con Lov en ratones 
SOD3-/- no afectó al número de células CD3+ y CD11b+ que infiltraban los tumores (FIG. 
23A, B), sugiriendo que el aumento en la infiltración de células T CD3+ por el tratamiento 


















Figura 23. Aumento de la infiltración de linfocitos T en el tumor por tratamiento con Lov en ratones WT. 
A) Secciones representativas de los tumores LLC de ratones WT y SOD3-/- tratados con vhcl y Lov teñidos para 
CD11b (rojo) y CD3 (verde). B) Proporción de células CD3+/CD11b+ en imágenes como A * p <0,05 prueba t de 
Student de dos colas.  
 
 
En conjunto estos resultados identifican a la SOD3 como un mediador indispensable de la 
actividad de la lovastatina sobre la función vascular del tumor y la infiltración de linfocitos T 
en el parénquima. 
 
4. SOD3 regula la expresión de VE-cadherina 
Las estatinas tienen efectos pleiotrópicos sobre la vasculatura y sobre las células 
tumorales independientemente de la inducción de la SOD3 (Mira y  Mañes, 2009). Ya que 
los niveles de la SOD3 están disminuidos en tumores, diseñamos una estrategia 
experimental para restaurar dichos niveles en el microambiente tumoral mediante 
adenovirus recombinantes. Esto nos permitió analizar el papel preciso de la SOD3 en los 
procesos arriba descritos, sin los posibles efectos colaterales de la lovastatina. 
 
4.1. La inducción de la SOD3 aumenta la acumulación de doxorrubicina 
en el tumor  
Para disociar el efecto de la SOD3 de otros efectos de Lov, indujimos la expresión de 
la SOD3 por inyección intratumoral de adenovirus recombinantes (Ad-mSOD3) en tumores 
LLC crecidos en ratones SOD3-/-.  Como control, inyectamos adenovirus recombinantes que 
codifican para β-galactosidasa (Ad-C). Verificamos por inmunohistoquimica que la inyección 
del Ad-mSOD3 aumentaba los niveles de la SOD3 en el parénquima tumoral (FIG. 24C). La 
sobreexpresión de la SOD3 no afectó a la cinética de crecimiento de los tumores, la cual era 
comparable entre los dos grupos (Ad-mSOD3  y Ad-C), sugiriendo que la SOD3, por si 




Sin embargo, la inyección de Ad-mSOD3, pero no de Ad-C, potenció el efecto 
antitumoral de una dosis suboptima de Doxo (FIG. 24D). Este efecto se correlacionó con un 
aumento en los niveles de Doxo en los tumores inyectados con Ad-mSOD3 (FIG. 24E). 
 
Figura 24. La inducción intratumoral de la SOD3 mejora la quimioterapia. A) Cinética de 
crecimiento de los tumores LLC inyectados con  Ad-C- o Ad-mSOD3 (n =9/grupo). B) Esquema del 
tratamiento con adenovirus en combinación con Doxo. C) Detección de la expresión de SOD3 (rojo) 
en secciones de tumores LLC inyectados con Ad-C y Ad-mSOD3; tincion nuclear con DAPI (azul) 
(n=15 imágenes/grupo). D) Cinética de crecimiento de los tumores LLC inyectados con  Ad-C- o Ad-
mSOD3 y tratados con Doxo (2,5 mg/Kg) (n =9/grupo). E) Cuantificación de Doxo en los extractos de 
tumores. * p <0.05, ** p <0.01, prueba t de Student de dos colas.  
 
4.2.  SOD3 regula la estructura de los vasos y aumenta la perfusión de 
los tumores 
Analizamos en este modelo, si el aumento directo de la SOD3 en el tumor tiene algún 
efecto sobre el número y arquitectura de los vasos. Observamos que el tratamiento con Ad-
mSOD3 redujo la densidad de estructuras CD31+ en el tumor (contrariamente a lo que 
ocurría con el tratamiento con Lov), pero estas eran más grandes que en los tumores 
inyectados con Ad-C (FIG. 25A, B, C).Además de alterar la estructura, la inyección de Ad-
mSOD3 generó un aumento en la perfusión de los tumores, ya que se detectó un 
incremento en el porcentaje de vasos sanguíneos CD31+ marcados con lectina-FITC (FIG. 
26A, B). Anteriormente expusimos que la VEC es una de las proteínas más importantes en 
la regulación de la permeabilidad de los vasos.  
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Analizamos por tanto, si la inyección directa de la SOD3 en el tumor regulaba los 
niveles de esta proteína en las células endoteliales asociadas al tumor. Encontramos que la 
inoculación del Ad-mSOD3 aumentó los niveles de VEC en el endotelio tumoral comparado 
















Figura 25. SOD3 reduce la densidad y aumenta el tamaño de los vasos. A) Tinción de CD31 (rojo) en 
secciones de tumores LLC inyectados con Ad-C y Ad-mSOD3.  B) Cuantificación de la densidad de las 
estructuras CD31+ a partir de la tinción mostrada en A. C) Tamaño medio de las estructuras CD31+ a partir de las 




Figura 26. SOD3 aumenta la perfusión de los tumores. A) Tinción de CD31 (rojo) en secciones de tumores 
tratados con Ad-C y Ad-mSOD3 tras inyección con lectina-FITC (verde). B) Cuantificación de la perfusión de los 
vasos sanguíneos en las imágenes como A. C) Imágenes de inmunofluorescencia representativas de tumores 





4.3. SOD3 aumenta la transcripción de la VEC en células endoteliales  
La VEC es responsable del ensamblaje de las uniones adherentes endoteliales y de 
la arquitectura de barrera endotelial (Giannotta et al., 2013).  Nuestros resultados sugieren 
que la regulación de la estructura de los vasos sanguíneos por la SOD3 podría explicarse 
por la inducción de la VEC. Para determinar el mecanismo por el cual la SOD3 regula la 
expresión de la VEC, generamos un sistema in vitro usando la línea celular endotelial murina 
1G11 (Dong et al., 1997) transducida con retrovirus para expresar la SOD3 (1G11-SOD3) o 
la GFP (1G11-mock) como control. Verificamos mediante inmunoblot que la expresión de la 
SOD3 estaba aumentada en las células 1G11-SOD3 en comparación con las células 1G11-
mock (FIG. 27A). Apreciamos que esta diferencia de expresión era más notable en el medio 
condicionado por estas células ya que la SOD3 es una enzima principalmente extracelular 
(FIG. 27B). Además quisimos determinar si la SOD3 expresada de esta manera era 
enzimáticamente activa. Mediante  la sonda dihidroetidio (DHE) observamos más actividad 
antioxidante en las células 1G11-SOD3 que en las 1G11-mock, tanto cuando se cultivaron 
en medio normal como cuando se cultivaron en medio condicionado por una línea tumoral, 
que promueve mayor estrés oxidativo (FIG. 27C). Estos resultados confirmaron que las 










Figura 27. Caracterización de células 1G11 transducidas con la SOD3. A) Inmunoblot de la SOD3 en 
extractos celulares de células 1G11-mock y 1G11–SOD3. C+: extracto de pulmón. Se usó la hibridación de β-
actina como control de carga. B) Inmunoblot de la SOD3 en los medios condicionados de las células 1G11-mock 
y 1G11–SOD3. C) Tinción de los cultivos celulares con la sonda permeable DHE, la cual emite fluorescencia roja 
cuando se oxida; los núcleos se contratiñeron con DAPI (azul).  
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La sobreexpresión de la SOD3 en las células 1G11 indujo un aumento en la expresión de la 
VEC en comparación con las células 1G11-mock. Este incremento se observó tanto en la 
cantidad de proteína (FIG. 28A y 28B) como en la cantidad de ARNm (FIG. 28C). Por lo 
tanto, la SOD3 regula la expresión de la VEC en las células endoteliales. 
 
Figura 28. SOD3 induce la transcripción de la VEC en células endoteliales. A) Tinción de la VEC (rojo) en 
células 1G11-mock y 1G11-SOD3; contratinción nuclear con DAPI (azul) (n >20 imágenes/condición). B) Análisis 
mediante inmunoblot de la VEC en las células 1G11-mock y 1G11-SOD3; tubulina, control de carga (n = 3).  C) 
Niveles de ARNm de la VEC en las células (n = 5).  
 
4.4. SOD3 aumenta los niveles de la VEC de forma dependiente del 
óxido nítrico  
Tal y como se menciona anteriormente, una de las consecuencias indirectas de la 
actividad enzimática de la SOD3 es el aumento en la biodisponibilidad del oxido nítrico (NO), 
debido a que disminuye los niveles de O2•− (por su reducción a H2O2) y, en consecuencia, el 
oxido nítrico no se oxida (FIG. 29A).  Mediante el uso de la sonda fluorescente de NO DAF-
2, comprobamos que se produce un aumento en los niveles de NO intracelular en las células 
1G11-SOD3 con respecto a las 1G11-mock (FIG. 29B).  
También se analizó la influencia de la SOD3 en la distribución del NO in vivo en tumores 
LLC. Para ello, se llevó a cabo la inyección de lectina-FITC y la sonda de NO, DAR1, en 





Detectamos la acumulación de la sonda DAR-1 especialmente cerca de algunas estructuras 
vasculares (determinadas por microangiografía con lectina-FITC) en los tumores de ratones 
WT donde se indujo la expresión de la SOD3, en comparación con los tumores de ratones 
SOD3-/- (FIG. 29C). En esos tumores donde la SOD3 es inducido con Lov, un 76% del total 
de las estructuras lectina-FITC+ (n=46) mostraron mas intensidad de tinción DAR-1 que en el 
parénquima adyacente, mientras que en los tumores control se observó tinción intensa de 
DAR-1 en un 50% de los vasos (n = 34; p = 0.016, Pearson's χ2). Estos resultados sugieren 



















Figura 29. SOD3 aumenta la biodisponibilidad del NO. A) Relación entre el NO y la SOD3 por efecto de su 
actividad enzimática. B) Análisis por FACS de la tinción con DAF2 en células 1G11-mock y 1G11-SOD3. El área 
gris muestra tinción inespecífica. Los resultados son representativos de tres experimentos C) Distribución de NO 
en tumores LLC de ratones WT o SOD3-/- tratados con Lov, donde se visualiza (de izquierda a derecha) la 
fluorescencia de DAR-1, microangiografía usando lectina-FITC y fusión de ambas fluorescencias más tinción de 
núcleos con DAPI (azul). En el panel derecho se muestra mediante pseudocolor la intensidad de fluorescencia 
de DAR-1. Las puntas de flecha indican vasos sanguíneos grandes. Las imágenes son una proyección en z de 











Para analizar si el aumento en el NO, como consecuencia de la actividad de la 
SOD3, está implicado  en la expresión de la VEC, llevamos a cabo ensayos de actividad del 
promotor de la VEC en células 1G11. Las células se transfectaron con una construcción del 
gen de la luciferasa bajo el control del promotor de la VEC (2,5 Kb). La cotransfección de la 
SOD3 aumentó la actividad luciferasa comparado con las células mock, mientras que el 
tratamiento con el inhibidor L-NMMA impidió este aumento en la actividad del promotor VEC 
(FIG. 30A). 
Para implicar directamente al NO en la regulación de la transcripción de la VEC, las 
células 1G11-VEC-luc se incubaron con el donante de NO (DETA-NONOate). Los 
resultados de actividad promotora mostraron que a bajas dosis de DETA-NONOate (0,8 y 4 
µM) se inducía la actividad  (FIG. 30B). Sin embargo, a elevadas concentraciones de DETA-
NONOate (500 µM) se observó el efecto contrario, inhibiendo la transcripción de VEC (FIG.  
30B). 
 
Figura 30. El efecto de la SOD3 sobre la transcripción de la VEC depende del NO.  A) Actividad luciferasa 
relativa bajo el control transcripcional de VEC en células 1G11-mock o 1G11-SOD3 tratadas con vhcl o L-NMMA 
(n = 5). B) Actividad relativa del promotor de VEC en células 1G11 tratadas con DETA-NONOate o Vhcl (n = 3).  
*p<0,05;** p<0,01 prueba t de Student de dos colas.  
 
Por lo tanto, estos resultados indican que la regulación de la transcripción de la VEC por la 
SOD3 puede deberse en parte al incremento en la biodisponibilidad del NO por la actividad 







4.5. SOD3 reduce la permeabilidad de las células endoteliales 
Para analizar si el aumento de la VEC por la SOD3 tenía efecto sobre la 
permeabilidad de las células endoteliales, llevamos a cabo ensayos en transwell 
cuantificando la migración de dextrano-FITC (40kDa) añadido sobre una monocapa de 
células 1G11-SOD3 y -mock. Los resultados indicaron que la sobreexpresión de la SOD3 en 
células 1G11 reducía de forma significativa la permeabilidad en comparación con las células 
1G11-mock (FIG. 31A). Con el fin de determinar si esta reducción en la permeabilidad 
dependía de la actividad enzimática de la SOD3, expresamos el mutante catalíticamente 
inactivo SOD3S195C (Scavenius et al., 2013) en las células 1G11.  
En este caso no se observaron cambios en la permeabilidad comparado con las 
células 1G11-mock (FIG. 31A), a pesar de que los niveles de expresión eran similares a los 
de la proteína activa (FIG. 31B).  
Anteriormente hemos demostrado que una de las consecuencias indirectas de la 
actividad enzimática de la SOD3 es el aumento en la biodisponibilidad del NO. Para analizar 
directamente el papel del NO en la reducción de la permeabilidad mediada por la SOD3, 
analizamos la penetrabilidad del dextrano a través de monocapas de células 1G11-mock y 
1G11-SOD3 tratadas con el inhibidor de las oxido nítrico sintetasas, L-NMMA. El tratamiento 
con L-NMMA aumentó la permeabilidad en las células 1G11-SOD3 hasta el mismo nivel de 












Figura 31. El efecto de la SOD3 sobre la permeabilidad endotelial depende del NO.  A) Permeabilidad de 
dextrano-FITC en monocapas de células 1G11-mock (1), 1G11-SOD3 (2) y 1G11-SOD3S195C (3) (n = 3).  B) 
Inmunoblot de SOD3 en las células en A; se usó actina como control de carga. C) Permeabilidad de monocapas 
de células 1G11-mock y 1G11-SOD3 pretratadas con L-NMMA o Vhcl (n = 3). *p<0,05 prueba t de Student de 




En conjunto, los resultados indican que la reducción en la permeabilidad vascular por la 
SOD3 está mediada por el aumento en la biodisponibilidad de NO, gracias a su actividad 
enzimática.  
4.6.  Asociación de la SOD3 y la VEC en tumores humanos 
Los resultados obtenidos en los modelos de ratón, nos impulsaron a estudiar si 
existía una relación en la expresión de la SOD3 y la VEC en tumores humanos. Para ello, 
analizamos los niveles de ARNm de la SOD3 y la VEC en muestras de una cohorte de 102 
pacientes con carcinoma colorectal (CCR) y 13 individuos sanos. Encontramos niveles de 
ARNm de la SOD3 más bajos en las muestras de CCR que en las muestras de colon normal 
(FIG. 32A). Así mismo, en esta cohorte observamos una disminución en los niveles de 
ARNm de la VEC en las muestras de CCR en comparación con las muestras no tumorales 
(FIG. 32B). De hecho observamos una correlación positiva (r = 0,44, p <0,0001) entre los 
niveles de ARNm de ambos genes (FIG. 32C).  
Se repitió este mismo análisis en una cohorte independiente compuesta por 87 muestras de 
CCR en estadio III y 19 muestras de colon sano. De nuevo encontramos que los niveles de 
ARNm de la SOD3 (FIG. 32D) y de la VEC (FIG. 32E) eran más bajos en CCR que en 
muestras de colon sano, existiendo una correlación positiva entre los niveles de ARNm para 
ambos genes (r = 0,5, p <0,0001) (FIG. 32F).  Por lo tanto, estos resultados sugieren que la 
regulación de la VEC por la SOD3 identificada en tumores de ratón podría también ocurrir en 
cáncer de colon humano. 
Figura 32. Coregulación de 
la SOD3 y la VEC en 
tumores primarios de 
cáncer colorectal. (A, B) 
Diagrama de dispersión que 
muestra los datos 
individuales y la media de los 
niveles de ARNm de la SOD3 
(A) y la VEC (B) en muestras 
de controles sanos (C; n=13) 
y de cáncer colorectal (CCR; 
n=102). (C) Correlación entre 
los niveles de ARNm de la 
SOD3 y la VEC en la cohorte 
1 de CCR. (D, E) Diagrama 
de dispersión que muestra 
los datos individuales y la 
media de los niveles de 
ARNm de la SOD3 (D) y la 
VEC (E) en otra cohorte de 
19 controles sanos y 87 
pacientes en estadío III de 
CCR. (F) Correlación entre 
los niveles de ARNm de la 
SOD3 y la  VEC en la cohorte 
2 de CCR.  
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5. La inducción de la SOD3 aumenta la migración de linfocitos T e inhibe la 
actividad NF-κB 
Teniendo en cuenta la importancia de las alteraciones que sufre el endotelio de los 
vasos sanguíneos tumorales sobre la reducción en la extravasación de células T al tumor 
(Hamzah et al., 2008), analizamos la función de la SOD3 específicamente en las EC sobre 
la adhesión y migración leucocitaria.   
5.1. SOD3 regula diferencialmente la infiltración de linfocitos T y células 
mieloides  in vivo 
La inducción farmacológica de la SOD3 con Lov producía un aumento en el infiltrado 
de células T en los tumores (FIG. 19). Una cuestión relevante es si el aumento de la SOD3, 
en ausencia del co-tratamiento con Lov, era suficiente para producir este cambio en el 
infiltrado leucocitario. Analizamos la infiltración de linfocitos en secciones de tumores de los 
ratones tratados con Ad-SOD3  y Ad-C mediante inmunohistoquimica. Los resultados 
indicaron que la sobreexpresión de la SOD3 en el tumor aumentó significativamente la 
infiltración de células T (células CD3+) (FIG. 33A, B), tanto CD4+ como CD8+ (FIG. 33C, D). 
Por el contrario, las células mieloides (CD11b+) tendieron a disminuir en presencia de altos 












Figura 33. El aumento intratumoral de la SOD3 favorece la infiltración de linfocitos T. A) Imagen 
representativa de tumores LLC crecidos en  ratones SOD3-/- inyectados con Ad-C y Ad-SOD3,  teñidos con 
CD11b (células mieloides, en rojo) y CD3 (células linfoides, en verde); barra de escala = 100 µm. B) 
Cuantificación de células mieloides y linfoides en A, (n = 10 imágenes por condición. C) Tinción de células  CD4+ 
(verde) y CD8+ (rojo) en secciones de los tumores de A. D) Cuantificación de las células en C, (n = 10 imágenes 




5.2. La sobreexpresión de la SOD3 en células endoteliales potencia la 
adhesión y transmigración de linfocitos T 
Teniendo en cuenta los resultados in vivo, donde la inducción de la SOD3 aumentaba la 
infiltración de  linfocitos T y no modificaba el infiltrado de células mieloides, pasamos a 
analizar in vitro la adhesión y transmigración de estos tipos celulares sobre monocapas de 
células endoteliales con diferentes niveles de la SOD3. Realizamos una cinética de 
adhesión de células T y células mieloides purificadas de bazo sobre las células endoteliales 
1G11-SOD3 y 1G11-mock. Observamos que la sobreexpresión de la SOD3 aumentó 
significativamente la adhesión de linfocitos T, pero no de células mieloides, a las células 
endoteliales,  en comparación con la adhesión sobre las células 1G11-mock (FIG. 34A, B).  
Los análisis de quimiotaxis, usando como quimioatrayente medio condicionado tumoral, 
también demostraron que la sobreexpresión de la SOD3 en las células endoteliales 
incrementaba significativamente la migración de los linfocitos T pero no de células mieloides 
(FIG. 34C). Los resultados mostraron que tanto la adhesión como la transmigración de 









Figura 34.  SOD3 aumenta la adhesión y transmigración de 
linfocitos T in vitro. A,B) Cinética de adhesión de células CD3+ (A) 
y CD11b+ (B) sobre células 1G11-mock y 1G11-SOD3 C) 
Cuantificación mediante FACS de las células CD3+ y CD11b+ que 
han migrado a través de monocapas de células 1G11-mock y 
1G11-SOD3, usando como quimioatrayente medio condicionado 
tumoral procedente de células tumorales N202.1A. *p<0,05 prueba t 






5.3. SOD3 cambia el perfil de expresión génica en células endoteliales 
Para investigar el mecanismo por el cual la SOD3 regula la adhesión y migración de 
linfocitos, llevamos a cabo un análisis de expresión mediante microarrays de células 1G11-
mock y 1G11-SOD3 incubadas previamente con medio condicionado de células tumorales 
N202.1A durante 6 horas a 37ºC; en estas mismas condiciones se llevaron a cabo ensayos 
de adhesión y migración in vitro.  
Se identificaron 874 genes regulados positivamente y 294 regulados negativamente por la 
sobreexpresión de la SOD3. Entre esos genes, como era de esperar, apareció la SOD3 
cuya expresión era de 13,51 veces más alta en las células 1G11-SOD3 que en 1G11-mock 
(FIG. 35A). Mediante el uso de la base de datos Panther, analizamos las vías de 
señalización que estaban reprimidas o inducidas por la sobreexpresión de la SOD3. 
Observamos que una de las vías que aparecía inducida por la SOD3 era señalización por 
integrinas, mientras que entre las reprimidas estaban la vía de inflamación mediada por 
quimioquinas y citoquinas (FIG. 35B).  
En primer lugar analizamos las quimioquinas con un FDR menor al 0,05% (FIG. 35C). 
Seleccionamos aquellas con un valor de inducción o represión de ≥2 o ≤ -2 para validar por 
qPCR.  Conseguimos validar 6 de las quimioquinas diferencialmente reguladas en el 
microarray, 3 reguladas positivamente: CXCL15 (con una expresión de +5,65 con respecto 
al control), CXCL14 (+14,62) y CXCL12 (+2,43), y 3 reguladas negativamente: CXCL10 (-
12,55), CCL7 (-1,8) y CCL2 (-4,63) (FIG. 35D).  Nuestros resultados indicaron que CCL2, 
una de las quimioquinas más frecuentemente asociada con mayor infiltración de células 
mieloides y una mayor agresividad del tumor (Nesbit et al, 2001; Ohta et al, 2003; Koide et 
al, 2004), estaba disminuida por la sobreexpresión de la SOD3 a nivel de ARNm y de 
proteína (FIG. 35E).   
Uno de los factores de transcripción que controla la expresión de CCL2 es el factor nuclear 
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-κB). Llevamos a 
cabo el análisis de enriquecimiento del conjunto de genes (GSEA) inducidos por NF-κB 
usando los datos de expresión de las células 1G11-mock y –SOD3. Tanto el set de genes 
diana de la vía canónica (p = 0,001) como de la vía no canónica (p= 0,011) de NF-κB 
aparecían negativamente regulados por SOD3 (FIG. 35F). Esto nos motivó a estudiar cómo 
SOD3 afecta a la activación de la vía de señalización canónica de NF- κB, y su influencia 








Figura 35. SOD3 induce un perfil genético anti-inflamatorio en células endoteliales. A) Representación heat 
map de los 35 genes con mayor expresión diferencial en el análisis de microarray del ARNm de las células 
1G11-mock y 1G11-SOD3, indicando el valor de inducción o represión en las células 1G11-SOD3 respecto de 
las mock (fold change) . B) Procesos biológicos de la base de datos Panther significativamente inducidos o 
reprimidos por la sobreexpresión de SOD3 (FDR <0,05). C) Representación del valor de expresión génica 
relativa de las quimioquinas procedentes de los datos del microarray en A, con un FDR< 0,05%. D) Validación 
mediante qPCR de 6 quimioquinas con un fold change ≥2 o ≤ -2. E) Niveles de CCL2 en extractos de células 
1G11-mock y 1G11-SOD3 mediante ELISA. F) Análisis de enriquecimiento del set de genes (GSEA) de las dos 
vías de activación de NF-κB (canónica y no canónica),  usando los datos de expresión génica del microarray en 
A. El set de genes de NF-κB se muestra con líneas verticales negras, y la curva de enriquecimiento en verde. En 
rojo se indican los genes regulados positivamente y en azul los regulados negativamente por SOD3. Ambos set 
de genes se consideran significativos (p < 0,05; FDR < 0,05%). *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 prueba t de 
Student de dos colas. 
5.4. SOD3 previene la degradación de IκBα 
Para validar el resultado de que la SOD3 inhibe la activación de NF-κB, 
transfectamos células 1G11-mock y 1G11-SOD3 con una construcción de luciferasa dirigida 
por un promotor que contiene sitios de unión de NF-κB para analizar su activación; como 
estímulo inflamatorio incubamos las células durante 60 y 180 minutos en presencia de 
medio condicionado tumoral N202.1A. Los resultados indicaron que a estos tiempos se 
producía una disminución estadísticamente significativa en la actividad del promotor  en las 
células 1g11-SOD3 en comparación con las 1G11-mock (FIG. 36A). 
 
TNFα es uno de los estímulos fisiopatológicos principales de activación de la vía de 
señalización canónica de NF-κB (Oeckinghaus et al., 2011). El tratamiento con TNFα induce 
el cambio de localización de NF-κB desde el citoplasma al núcleo (Dharam et al., 2004). 
Analizamos mediante inmunofluorescencia la localización de NF-κB (subunidad p65) tras el 
tratamiento con TNFα (10 ng/mL, 20 minutos, 37ºC) en ambos tipos celulares (1G11-mock y 
1G11-SOD3).  En condiciones basales, p65 se localiza principalmente en el citoplasma de 
las células mock, pero tras la estimulación con TNF-α, p65 se localiza en el núcleo. En las 
células 1G11-SOD3 la traslocación nuclear de NF-κB tras la estimulación se redujo 
significativamente comparado con las células 1G11-mock (FIG.  36B, C), lo que sugiere que 











Figura 36. SOD3 inhibe la activación de NF-κB. A) Actividad 
relativa del promotor diana de NF-κB en células 1G11-mock y 
1G11-SOD3 tratadas con medio condicionado tumoral. B) 
Imágenes representativas de la tinción de p65 (rojo) en células 
1G11-mock y 1G11-SOD3 sin estimular y estimuladas con TNFα. 
Los núcleos aparecen teñidos con DAPI (azul). Barra de escala: 
10µm. C) Cuantificación del área de la tinción de p65 en relación al 
área nuclear total de las imágenes en B (n> 10 imágenes por 




En células quiescentes, la familia de proteínas inhibidoras de kappa B (IκB), 
principalmente IκBα e IκBβ, secuestran los dímeros de NF-κB en el citoplasma (Jen-Ruey et 
al., 2013). La activación de NF-κB por TNFα induce la degradación de las proteínas IκB. 
Estas proteínas se degradan a través de su fosforilación por el complejo IKB quinasa (IKK). 
Una vez fosforiladas, las proteínas IκB se ubiquitinan y se degradan a través del 
proteosoma, liberándose así los dímeros de NF-κB para su  translocación al núcleo.  
En primer lugar se analizó si SOD3 regula la expresión de IκBα en las células endoteliales. 
Para ello, analizamos el ARNm de las células 1G11-mock y 1G11-SOD3 sin estimular y 
tratadas con TNFα (10ng/mL, 20 minutos). El estímulo con TNFα indujo la expresión del 
ARNm de IκBα, siendo los niveles comparables entre ambos tipos celulares (FIG. 37A). A 
continuación analizamos la proteína IκBα tras una cinética de estimulación con TNFα.  En 
células sin estimular y a tiempo corto de tratamiento (1 min) no observamos apenas 
RESULTADOS 
114 
diferencias en los niveles de IκBα (FIG. 37B, C). Sin embargo, a partir de los 5 minutos de 
estimulación, IκBα disminuye en las células 1G11-mock, mientras que en las células 1G11-
SOD3 se mantiene o incluso aumenta (FIG. 37B, C).  
Se ha descrito que la degradación de IκBα por el proteosoma está precedida por la 
adición de cadenas de ubiquitina en la lisina 48 (Oeckinghaus y Ghosh, 2009). Ante la 
posibilidad de que SOD3 regule el proceso de ubiquitinación de IκBα previniendo así su 
degradación se estimularon las células con TNFα en presencia del inhibidor del proteosoma 
MG132; finalmente, se inmunoprecipitó IκBα de los extractos celulares de estas células y se 
detectó por inmunoblot la señal de ubiquitina. En las células 1G11-SOD3 la ubiquitinación de 
IκBα fue notablemente menor que en las células 1G11-mock para todos los tiempos de 
estimulación con TNFα, a pesar de que la cantidad de IκBα inmunoprecipitada fue 
comparable (FIG.  37D). 
 
Figura 37. SOD3 inhibe la ubiquitinación y degradación de IκB-α en células endoteliales. A) Inmunoblot 
con anti- IκB-α (arriba) o anti-β-tubulina (abajo, control de carga) de extractos de las células 1G11-mock y 1G11-
SOD3 tras una cinética de activación con TNFα (10ng/mL). B) Las bandas específicas de IκB-α y tubulina en B 
se midieron por densitometría, y el ratio IκB-α /tubulina fue calculada para cada tiempo. C) Niveles relativos de 
ARNm de IκB-α en células 1G11-mock y 1G11-SOD3 sin estimular y estimuladas con TNFα (10ng/mL, 20 min) 
(n= 3 replicas de 2 experimentos independientes).  D) Inmunoblot con anti-ubiquitina de inmunoprecipitados de 
IκB-α de células 1G11-mock y 1G11-SOD3 estimuladas con TNFα (10ng/mL) en presencia del inhibidor del 





5.5. La inhibición de NF-κB en células endoteliales potencia la adhesión y 
transmigración de linfocitos T 
Nos preguntamos si la inhibición de NF-κB regula la adhesión y migración de células 
T. Para ello usamos el inhibidor de NF-κB BAY 11-7082, el cual disminuyó significativamente 
la actividad del promotor reportero de NF-κB en células endoteliales tras la estimulación con 
TNFα (FIG. 38A). A continuación llevamos a cabo los ensayos de adhesión y transmigración 
de células CD3+ y CD11b+ (marcados diferencialmente) sobre células endoteliales 1G11 
tratadas o no con BAY 11-7082. Observamos que el número de linfocitos T adheridos a 
células 1G11 fue significativamente mayor cuando las células endoteliales habían sido pre-
tratadas con BAY 11-7082 (FIG. 38B). Para las células CD11b+ observamos que el inhibidor 
disminuye su adhesión a tiempos largos (FIG. 38B). De igual forma, observamos que la 
inhibición de NF-κB en las células endoteliales incrementó significativamente la quimiotaxis 
de los linfocitos T, pero no de las células mieloides, frente a  medio condicionado de células 
tumorales N202.1A (FIG. 38C). Estos resultados indican que el factor de transcripción NF-κB 




Figura 38. La inhibición farmacológica de NF-κB aumenta la 
adhesión y transmigración de linfocitos T. A) Actividad relativa NF-
κB en células 1G11 pretratadas con el inhibidor BAY 11-7082  (2 µM) o 
con DMSO durante 1h y estimuladas con TNFα (10 ng/mL, 6h). B) 
Cinética de adhesión  de células T y células mieloides a células 1G11 
tratadas con DMSO o con BAY 11-1782. (n=6). C) Cuantificación de 
células CD3+ y CD11b+ que transmigran a través de la monocapa de 
células 1G11 tratadas como en B (n=3). Como quimioatrayente se usó 







6. La inhibición de NF- κB por la SOD3 requiere de su secreción en exosomas 
Teniendo en cuenta que la SOD3 es una proteína mayoritariamente extracelular y 
que puede actuar de forma paracrina, nos preguntamos si la adición de la SOD3 al medio 
causaría los mismos efectos sobre las células endoteliales que la sobreexpresión mediante 
modificación genética. Añadir SOD3 exógena a las células endoteliales sería un sistema 
más fisiológico y cercano a como SOD3 actuaría en el endotelio. 
6.1.  Expresión y purificación de la HA-SOD3 
Generamos una proteína recombinante mediante la inserción de una pequeña 
secuencia de la proteína HA (hemaglutinina) en el dominio N-terminal de la proteína SOD3 
madura, justo detrás del péptido señal (HA-SOD3) (FIG. 39A). Se transfectaron células 
HEK-293T con la construcción HA-SOD3 (pCMV-Sport6-HA-SOD3), con el plásmido de la 
proteína SOD3 salvaje (pCMV-Sport6-SOD3) y con el plásmido vacío pCDNA3.1 como 
control, y recogimos el sobrenadante de estas células 4 días después de la transfección. 
Observamos mediante inmunoblot que la proteína HA-SOD3 se expresaba en estas células 
y se acumulaba en el medio extracelular, al igual que la proteína salvaje (FIG. 39B). 
También observamos mediante un ensayo colorimétrico que la inserción de la ‘etiqueta’ de 
HA no afectó a la actividad enzimática de la proteína recombinante HA-SOD3 secretada al 
medio (FIG. 39C). 
Purificamos la proteína HA-SOD3 a partir de este medio enriquecido en la proteína 
enzimáticamente activa mediante cromatografía de afinidad con un anticuerpo anti-HA. En la 
Fig. 32D se muestra la tinción con azul de Coomassie de las fracciones recogidas durante la 
purificación de la proteína HA-SOD3, así como el análisis por inmunoblot de las mismas 
fracciones con el anticuerpo anti-HA.  Aunque el análisis de las fracciones de la proteína 
eluída no se detectaron mediante Coomassie, cuando estas fracciones se concentraron 
pudimos observar que la pureza de la preparación era elevada. Se estimó la concentración 
de la proteína purificada (40ng/µL) mediante una curva patrón de albúmina de suero bovino 
(BSA) (FIG. 39E).  
A continuación se llevó a cabo el ensayo de actividad enzimática SOD, con 
cantidades crecientes de la proteína (0,2 ng-5 µg), y observamos que el proceso de 





Figura 39. Expresión y purificación de la proteína HA-SOD3. A) Representación esquemática de la 
construcción de HA-SOD3. B) Inmunoblot del medio condicionado de células HEK-293T transfectadas con el 
plásmido vacío (control), SOD3 silvestre y HA-SOD3. Detección de la banda específica de SOD3 (arriba) y de 
HA (en medio). Abajo se muestra la tinción con rojo Ponceau de la membrana de nitrocelulosa. C) Ensayo 
colorimétrico de actividad enzimática SOD de cantidades crecientes del medio condicionado de las células HEK-
293T trasfectadas con SOD3WT y HA-SOD3. D) Fracciones de la purificación de la proteína HA-SOD3. Arriba se 
muestra la tinción con azul de Coomassie de las fracciones indicadas: MC (medio condicionado de partida); NU 
(fracción  no unida); B (agarosa); L1 (1er lavado); L2 (2º lavado); E1 (1er eluído); E2 (2º eluído); E3 (3er eluído). 
Abajo se muestra el inmunoblot de las mismas fracciones con un anticuerpo anti-HA.  E) Cuantificación en gel de 
la fracción eluída de HA-SOD3. . En los carriles del 1 al 5 se muestran cantidades decrecientes (en µg) de BSA 
(0,5-0,03 µg), en los carriles 6 y 7 cantidades decrecientes de la proteína HA-SOD3 purificada y concentrada (5 y 








6.2.  Las células endoteliales endocitan la SOD3 exógena 
Para determinar si SOD3 es endocitada por células endoteliales, se incubaron 
células 1G11 con el medio enriquecido en HA-SOD3. Mediante microscopía confocal 
observamos que la HA-SOD3 añadida exógenamente se localiza dentro de la célula a 
tiempos cortos (5 min) y se acumula en el citosol e incluso en el núcleo a tiempos mas 
largos (1 y 5 h)  (FIG. 40A).  
Cuando se repitieron estos experimentos con la proteína HA-SOD3 purificada, observamos 
que aunque también se endocita en las células 1G11 de una manera dependiente de dosis, 
su patrón de distribución fue ligeramente distinto (FIG. 40B). 
Mediante microscopía electrónica, analizamos en detalle la localización subcelular de la 
SOD3 exógena utilizando como fuente el medio condicionado enriquecido en HA-SOD3. 
Observamos que a los  5 min SOD3 se localiza principalmente en la membrana y en 
vesículas extracelulares (FIG. 40C); a tiempos más largos (5 h) aumenta la acumulación de 
la SOD3 en el citosol, en vesículas endocíticas e incluso en el núcleo (FIG. 40C). 
 
6.3. La SOD3 presente en el medio condicionado, pero no la forma 
purificada, inhibe la actividad de NF- κB en células endoteliales 
Hemos descrito un efecto inhibitorio de la SOD3 sobre la actividad de NF- κB en 
células endoteliales que sobreexpresan la proteína. Para estudiar si la adición de la SOD3 
exógena inhibe también la actividad NF-κB en las células endoteliales,  se preincubaron 
células 1G11 con el medio condicionado enriquecido en HA-SOD3 ó con la proteína 
purificada y se estimularon con TNFα; a continuación se midieron los niveles de ARNm de 
CCL2 como gen diana de NF-κB. Sorprendentemente, solo cuando las células se incubaron 
con la SOD3 del medio, y no con la purificada, se redujo la transcripción de CCL2 (FIG. 41A 





Figura 40. Endocitosis de la HA-SOD3 por células endoteliales. A, B) Microscopia confocal de células 1G11 
incubadas con medio enriquecido en HA-SOD3 en los tiempos indicados (A) o incubadas con HA-SOD3 
purificada en las cantidades indicadas durante 60 minutos (B) utilizando el anticuerpo anti-HA (verde). Los 
núcleos se muestran en azul (DAPI). Barra de escala: 7,5 µm C) Microscopía electrónica de transmisión de las 
células 1G11 incubadas con medio condicionado HA-SOD3 durante los tiempos indicados y teñidas con un 
anticuerpo anti-HA. Se indica la señal de HA-SOD3 en vesículas endocíticas (puntas de flecha de color negro), 











Figura 41. La adición de la SOD3 procedente de medio condicionado reprime la expresión de CCL2 
inducida por TNFa en células endoteliales. A) Niveles relativos del ARNm de CCL2 en células 1G11 
incubadas con HA-SOD3 purificada o con el solvente de la proteína y B) en presencia de medio condicionado 
HA-SOD3 o medio control. En ambos casos se estimularon las células con TNFα (10 ng/mL) durante 6 horas. 
*p<0,05 prueba t de Student de dos colas. 
 
6.4.  SOD3 se secreta en exosomas 
Teniendo en cuenta tanto los resultados de microscopía electrónica, en los que se 
observaba SOD3 en vesículas extracelulares, así como que solo la proteína procedente del 
medio extracelular inhiba la actividad de NF-κB, se planteó la posibilidad de que una fracción 
de SOD3 se secretara al medio extracelular en exosomas.  Partiendo del medio enriquecido 
en SOD3 y del medio control, se llevó a cabo la purificación de exosomas mediante la 
técnica de ultracentrifugación diferencial (FIG. 42A). Se determinó la eficiencia de la 
purificación mediante inmunoblot, donde se detectó la presencia de SOD3 en la fracción de 
exosomas (FIG. 42B). El análisis mediante microscopía electrónica de transmisión reveló 
una preparación homogénea de vesículas redondeadas de un tamaño en torno a 100 nm 
que es coincidente con el tamaño y aspecto de los exosomas. (FIG. 42C). Observamos que 
el 51% de los exosomas mostró tinción de HA-SOD3 mientras que no observamos señal en 
los exosomas procedentes del medio control (FIG. 42D). 
Tanto los datos moleculares (inmunoblot) como citoquimicos (MET) demuestran que SOD3 
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Figura 42. SOD3 se secreta en exosomas. A) Esquema de purificación de exosomas mediante la técnica de 
ultracentrifugación diferencial. B) Inmunoblot representativo de las fracciones de la purificación de exosomas de 
células HEK-293T control (C) y células HEK-293T transfectadas con HA-SOD3 (HA). Detección de la señal de 
HA (arriba) y del marcador de exosomas CD9 (abajo). C) Análisis por MET de la fracción de exosomas purificada 
del medio condicionado de unas células HEK-293T trasfectadas con HA-SOD3  D) Inmunomarcaje por MET de 
la fracción de exosomas en B con el anticuerpo anti-HA. Las flechas indican la detección de SOD3 en los 
exosomas.  
6.5. La adición de la SOD3 en exosomas inhibe la activación de NF- κB 
Con el fin de demostrar si el efecto inhibitorio de la SOD3 sobre la activación de NF- 
κB era dependiente de su internalización vía exosomas, se preincubaron células 1G11, 
transfectadas con la construcción reportera  p(NF-κB)3-luc, con HA-SOD3 purificada (100 
ng) ó con exosomas purificados como se describió anteriormente; se verificó que la cantidad 
de SOD3 entre ambas preparaciones era equivalente por inmunoblot. Se observó en las 
muestras control un aumento equivalente en la activación de NF- κB en respuesta a TNFα.  
La pre-incubación con HA-SOD3 purificada tampoco disminuyo la actividad del 
promotor dependiente de NF-κB (FIG. 43A), tal y como habíamos observado al analizar los 
niveles del ARNm de CCL2 (FIG. 41A). Sin embargo la adición de la fracción de exosomas 
procedentes del medio enriquecido en HA-SOD3 redujo significativamente la actividad del 
reportero de NF-κB (FIG. 43B). Por tanto podemos concluir que la inhibición en la actividad 
NF-κB a través de la SOD3 en las células endoteliales precisa de la localización de la 
enzima en exosomas. 




Figura 43. La localización de la SOD3 en exosomas es necesaria para la inhibición de NF-κB. Actividad 
relativa NF-κB en células 1G11 preincubadas con HA-SOD3 purificada o con el solvente de la proteína (control) y 
con exosomas HA-SOD3 o exosomas control. El tratamiento con TNFα (10 ng/mL) se realizó durante 6 horas. 
**p<0,05 prueba t de Student de dos colas. 
6.6.  Estudio del interactoma de SOD3  
Para determinar el mecanismo por el cual SOD3 regula la actividad NF- κB, se 
analizó el conjunto de proteínas que interaccionan en las células endoteliales con la HA-
SOD3 procedente de medio condicionado. Para ello se optó por combinar una estrategia de 
inmunoprecipitación con una de proteómica cuantitativa basada en espectrometría de 
masas. Concretamente, se optó por un método label-free por su simplicidad experimental y 
por la capacidad de analizar cantidades muy pequeñas de proteína. Se incubaron las células 
1G11 con el medio enriquecido en HA-SOD3 o el medio control durante 5 horas, tiempo en 
el que previamente habíamos observado la acumulación intracelular de la SOD3 (FIG. 40C). 
A continuación se lisaron las células y se inmunoprecipitó HA-SOD3 de los extractos totales 
de las muestras control y HA-SOD3 (FIG. 44A).  
Se identificaron un total de 588 proteínas inferidas a partir de la identificación de 4800 
péptidos con un FDR< 1%. Las 588 proteínas se clasificaron en base a su valor q en 41 
proteínas de interacción de alta probabilidad con HA-SOD3 (q valor <0,01); 24 proteínas de 
interacción de ligera probabilidad (q valor < 0,05); 89 proteínas de interacción de baja 
probabilidad (q valor > 0,05) y 362 proteínas que no interaccionan con HA-SOD3. Se 
identificaron 66 proteínas de baja interacción con el control (q valor> 0,05); 5 proteínas de 
interacción ligera (q valor < 0,05) y una proteína de interacción de alta  probabilidad (q valor 
<0,01) (FIG. 44B, C). Mediante la base de datos Gene Ontology se analizó la localización 
celular de las 41 proteínas candidatas a interaccionar con HA-SOD3 . El 32% de las 
proteínas forman parte del componente de la matriz extracelular (ECM) como sindecano-1 y 
-2, glipicano-6, y fibulinas -1, -2 y -5; el 14% de las proteínas tienen localización nuclear 
como el factor de transcripción E3, el factor 2 de expresión de mielina (del inglés myelin 














































disociada de NEDD8 y asociada a culina ó CAND1 (del inglés cullin-associated NEDD8-
dissociated protein 1). Un dato interesante fue que un 18% de las proteínas se han descrito 
localizadas en exosomas como la filamina B, sindecano-4, la proteína 1 de matriz 
extracelular tipo fibulina contenedora de EGF ó EFEMP1 (del inglés EGF-containing fibulin-
like extracellular matrix protein 1); también aparecía un 9% de proteínas de localización en 
retículo endoplásmico como la proteína ubiquitina ligasa E3 RNF103 (FIG. 44D).    
Se calculó la abundancia relativa (expresada como logaritmo en base 2) entre las muestras  
HA-SOD3 y control. En la TABLA 10 se muestran las 21 proteínas con un ratio de 
intensidad superior a 2,5 veces en las muestras HA-SOD3. Una de las proteínas que se 
detectó en este análisis es fibulina-5, cuya interacción con SOD3 ya se ha descrito (Andrew 
et al., 2004) y que consideramos un control positivo de los resultados de este abordaje 
experimental.  
Figura 44. Análisis de las proteínas que interaccionan con la SOD3. A) Inmunoblot con anticuerpo anti-HA de 
los inmunoprecipitados obtenidos a partir  de células 1G11 incubadas con medio enriquecido en HA-SOD3 (HA1, 
HA2, HA3) o con el medio control (C1, C2, C3) durante 5 horas. SN: sobrenadante de la inmunoprecipitación; IP: 
inmunoprecipitado. Se muestran las 3 réplicas biológicas que se usaron en los análisis de proteómica. B) 
Resumen de la probabilidad de interacción de las  proteínas con SOD3 (C), Representación de la magnitud del 
enriquecimiento de cada proteína en las muestras HA-SOD3 con respecto al control (ratio de intensidad). D) 





TABLA 10. Proteínas de alta probabilidad de interacción con la SOD3 




Proteina ubiquitina ligasa E3 RNF103 RE +10,64 
Subunidad 1 glicosiltransferasa de la proteína 
Dolicol-difosfooligonucleótidosacarido RE  +10,49 
Factor de transcripción E3 NÚCLEO  +10,15 
Factor de expresión de mielina 2 NÚCLEO  +8,66 
Superóxido dismutasa extracelular (SOD3) ECM/ NÚCLEO  +8,62 
Sindecano-4 ECM/EXOSOMA  +7,29 
Proteina CARD de interacción con Bcl10 MEMBRANA  +7,02 
Filamina B ECM/EXOSOMA  +6,76 
Sindecano-1 ECM  +6,24 
Proteína de unión al ADN de doble cadena MITOCONDRIA   +5,69 
Proteína disociada de NEDD8 y asociada a culina 
1(CAND1) 
NÚCLEO / 
CITOPLASMA  +5,62 
6-fosfogluconato deshidrogenasa CITOPLASMA   +5,55 
Glipicano-6 ECM  +5,36 
Sindecano-2 ECM  +4,32 
Subunidad beta de la enzima trifuncional GOLGI/NUCLEO  +4,28 
Galectina-9 NÚCLEO / CITOPLASMA  +4,12 
Proteina 1 de matriz extracelular tipo fibulina 
contenedora de EGF (EFEMP1) EXOSOMA  +3,21 
Proteina Krt78 ECM   +2,95 
Fibulina-1 ECM  +2,94 
Fibulina-2 ECM  +2,75 
Fibulina-5 EXOSOMA  +2,67 
Glutation peroxidasa CITOPLASMA  +2,54 	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1. La lovastatina modifica la función vascular y el infiltrado en tumores  
La progresión tumoral induce la formación de nuevos vasos sanguíneos, los cuales 
son aberrantes e hiperpermeables. Estos reducen la perfusión tumoral así como la eficacia 
de la quimioterapia y la diapédesis leucocitaria (Carmeliet y Jain, 2011). Las terapias 
antiangiogénicas están dirigidas a la inhibición del crecimiento de los vasos sanguíneos con 
la finalidad de frenar la progresión tumoral, pero los tumores adquieren resistencia y 
continúan progresando (Bueno et al., 2017). Sin embargo, se ha demostrado que estas 
terapias inducen una fase de normalización transitoria y reversible en la vasculatura en la 
cual la eficacia de la quimioterapia durante ese periodo es mayor (Winkler et al., 2004). Por 
lo que una normalización sostenida de los vasos sanguíneos podría mejorar el suministro de 
fármacos durante mayor tiempo y propiciar una mejor respuesta antitumoral (Jain, 2005). En 
este trabajo proponemos que la vascularización anormal de los tumores se debe a la 
exposición de estos vasos a la inflamación crónica característica del MT. Nuestro principal 
objetivo ha sido estudiar las características de la vasculatura tumoral en ratones tras el 
tratamiento con la lovastatina como agente anti-inflamatorio, y su repercusión sobre la 
eficacia de la quimioterapia así como sobre la respuesta inflamatoria anti-tumoral. 
Observamos aquí que el tratamiento con Lov de ratones Tg-neu indujo la 
normalización de los vasos sanguíneos tumorales. Esta normalización consistió en una serie 
de cambios en estructura y función de los mismos que se reflejó en una mejora de la 
quimioterapia y en una modulación de la respuesta inflamatoria. La mejora de la 
quimioterapia fue debida a un aumento en el contenido de Doxo en el tumor (FIG. 7). 
Aunque en este trabajo no se ha estudiado, la lovastatina también puede aumentar la 
actividad citotóxica de la doxo (Rozados et al., 2008). Por lo que el aumento en la eficiencia 
de la quimioterapia que observamos puede ser debido a la combinación de ambos efectos, 
aumento en el contenido y actividad de la doxo.  
Otra de nuestras observaciones es que el tratamiento con Lov induce un programa 
de inmunidad antitumoral. Por una parte aumenta selectivamente la infiltración de células T 
CD3+, mientras que reduce, aunque no significativamente, la infiltración de TAM al tumor 
(FIG. 13). El reclutamiento y diferenciación de los TAM ofrece una oportunidad para la 
prevención y el tratamiento del cáncer, debido a su importante papel en la inflamación y la 
angiogénesis tumoral (Qian y Pollard, 2010). El tratamiento con Lov no solo afectó al 
número de TAM infiltrantes, sino también a la polarización de los mismos, inhibiendo el 
fenotipo M2 (FIG. 17). Estos resultados fueron contrarios a los que se observaron en un 
modelo de glomerulonefritis, donde el tratamiento con estatinas activó los macrófagos M2 
mediante la inducción de IL-10 (Fujita et al., 2010). Esta discrepancia puede deberse a que 
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en nuestro modelo el tratamiento con Lov redujo significativamente la expresión de IL-10. En 
cualquier caso, parece que el tratamiento con Lov no causa una reprogramación completa 
de los TAM, sino que induce una firma genética específica que reduce la diferenciación de 
los mismos hacia un fenotipo M2-like pro-tumorigénico.   
Con el fin de identificar las moléculas que median los cambios inducidos por Lov en 
el estroma tumoral de estos ratones Tg-neu, analizamos los perfiles de expresión de los 
tumores desarrollados en los ratones tratados con Lov o Vhcl. Estos análisis nos permitieron 
detectar una serie de genes diferencialmente regulados por el tratamiento con Lov (Tablas 8 
y 9). Uno de los genes regulados negativamente por Lov es el PlGF (FIG. 16).  Esta proteína 
estimula la angiogénesis e induce la polarización de los TAM hacia fenotipo M2 en el tumor 
(Roy et al., 2005; Rolny et al., 2011). Por otra parte, la Lov induce la expresión del 
neuropeptido Y (NPY), el cual es un potente factor de crecimiento de EC y VSMC, siendo un 
factor pro-angiogénico (Lee et al, 2003). El tratamiento con Lov por tanto participaría en 
establecer un equilibrio entre los factores angiogénicos dentro del MT. En este trabajo nos 
centramos en estudiar la actividad del PlGF como regulador de la polarización de los TAM; y 
proponemos que la inhibición de la polarización de estos hacia un fenotipo M2 se debe en 
parte a la regulación negativa mediada por Lov del PlGF.  
Otro de los genes regulados por Lov fue el de la enzima SOD3 (Tabla 8), la cual es 
responsable de controlar la formación de ROS y RNS en la matriz extracelular. A través de 
la regulación de estas especies reactivas, ejerce un importante papel en la remodelación 
vascular. En tumores, el estrés oxidativo/nitrosativo induce un programa transcripcional que 
promueve la desregulación de la vasculatura y deteriora la función de los vasos sanguíneos 
(Goel et al., 2011). Sin embargo, el papel de la SOD3 en tumorigénesis es controvertido y su 
actividad en la vasculatura tumoral desconocida. Nos centramos pues en estudiar en 
profundidad la función de la SOD3 en el endotelio tumoral. 
2. SOD3 mejora la quimioterapia y reduce la permeabilidad vascular  
La SOD3 se expresa específicamente en tejidos como pulmón, corazón, riñón y 
vasos sanguíneos (Kinnula y Crapo, 2004), mientras que se silencia en algunos tipos de 
cáncer, como mama, pulmón, piel, próstata, páncreas y colorectal (Cammarota et al., 2015; 
Singh y Bhat, 2012; Svensk et al., 2004; Wheeler et al., 2003; Cammarota et al., 2015; Teoh-
Fitzgerald et al., 2014). En ratones Tg-neu, observamos que la SOD3 es altamente 
expresada en la glándula mamaria, mientras que se regula negativamente en tumores de 
mama (FIG. 18). Parece ser, por tanto, que el silenciamiento de la SOD3 está relacionado 
con la progresión de algunos tumores, aunque su papel en cáncer no está completamente 
estudiado. Algunos datos indican una fuerte conexión entre la SOD3 y la regulación del 
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crecimiento celular causada por un circuito de retroalimentación positiva entre esta enzima, 
la activación de pequeñas GTPasas y de la vía de señalización RAS-ERK1/2 (Laukkanen, 
2016). Estudios in vitro sugieren que existe una correlación entre los niveles de ARNm de la 
SOD3 y el oncogén RAS. La expresión de la SOD3 aumenta cuando los niveles de 
activación de RAS son bajos; mientras que disminuye cuando la activación de RAS aumenta 
10 veces (Cammarota et al., 2015). Estos datos sugieren que la SOD3 podría usarse como 
un marcador de diferenciación tumoral. La re-expresión de la SOD3 en el parénquima 
tumoral de aquellos canceres con baja expresión podría ser una posible diana terapéutica. 
En este trabajo observamos que el tratamiento con Lov de ratones Tg-neu aumentó los 
niveles de la SOD3 no sólo en las células tumorales, sino también en las células del 
estroma, en concreto en las EC (FIG. 18).  Debido a que nuestro interés iba dirigido al 
estudio de la influencia del estroma sobre la evolución tumoral, nos centramos en determinar 
la función de la SOD3 en las EC.  
En todos los modelos utilizados, observamos que el aumento en los niveles de SOD3 
en el tumor induce cambios funcionales y estructurales en la vasculatura asociada al mismo.  
En primer lugar, la inducción de la SOD3 (mediante el tratamiento con Lov o con adenovirus) 
mejoró la eficiencia de la quimioterapia aumentando el contenido en doxo tanto en los 
tumores Tg-neu como en los LLC (FIG. 20 y 24).  En ambos casos, este aumento en la 
acumulación de doxo se podría explicar por la normalización de los vasos sanguíneos por la 
SOD3. Esta remodelación de la red vascular se reflejó principalmente en un aumento en el 
área CD31+ (FIG. 21 y 25) y en una disminución en la permeabilidad (FIG. 21).  La expresión 
de la SOD3 puede afectar a la permeabilidad de los vasos sanguíneos a través de la 
regulación negativa de VEGF (Wheeler et al., 2003). Sin embargo, en los tumores Tg-neu, 
no observamos cambios en la expresión de VEGF que se correspondieran con el aumento 
de SOD3 inducido por Lov (FIG.16). La permeabilidad de los vasos sanguíneos está 
también regulada por las uniones adherentes célula-célula, uno de cuyos principales 
componentes es la VEC (Dejana et al., 2008).  El aumento en los niveles de la SOD3 tanto 
in vivo (tumores LLC) como in vitro (células 1G11) indujo la transcripción de la VEC en el 
endotelio (FIG. 22, 26 y 28), la cual desempeña un papel fundamental en la función de 
barrera endotelial y en la integridad de la estructura de los vasos sanguíneos (Giannotta et 
al., 2013). Además, la VEC regula negativamente la señalización de VEGF a través de la 
inhibición de la internalización del receptor de tipo 2 de VEGF (Lampugnani et al., 2006). Por 
lo que podría haber un bloqueo en la señalización de VEGF en las células donde se induce 
la VEC por la SOD3. Proponemos que la regulación de la eficiencia de la quimioterapia y de 
la permeabilidad de los vasos sanguíneos es consecuencia de la inducción de la VEC por la 
SOD3.  
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Una de las consecuencias de la actividad enzimática de la SOD3 es el aumento en la 
biodisponibilidad del NO, así como su acumulación alrededor de los vasos sanguíneos en 
tumores (FIG. 29). El NO es una molécula clave en la regulación de la permeabilidad de las 
EC a través de la fosforilación de la VEC (Di Lorenzo et al., 2013). Además, la localización 
del NO cerca de los vasos es importante para la estabilización del endotelio tumoral 
(Kashiwagi et al., 2008). Postulamos aquí que el aumento en la biodisponibilidad del NO 
gracias a la actividad enzimática de la SOD3 induce la transcripción de la VEC. Este efecto 
se traduce en la reducción de la permeabilidad del endotelio. En sintonía con esta hipótesis 
observamos que la regulación de la transcripción de la VEC es dependiente del NO (FIG. 
30), ya que el uso de un donante de NO potencia la actividad de su promotor. Mientras que 
el uso de un inhibidor de las NOS redujo la transcripción de la misma (FIG. 30). Por el 
contrario, dosis altas del donante de NO inhiben la expresión de la VEC. Este doble efecto 
sobre la transcripción de la VEC puede ser debido a que el NO altera la organización de la 
VEC de una forma dependiente de dosis (Fukumura et al., 2006; González et al., 2003). 
Además, ensayos de permeabilidad in vitro con un mutante catalíticamente inactivo de la 
SOD3 demostraron que la reducción de dicha permeabilidad dependía de su actividad 
enzimática (FIG. 31). Todos estos resultados apoyan la idea de que la SOD3, a través del 
NO, induce la expresión de la VEC, la cual participa en las uniones célula-célula reduciendo 
así la permeabilidad de los vasos sanguíneos (FIG. 45). En muestras humanas de CRC 
también observamos una correlación entre los niveles de ARNm de la SOD3 y de la VEC en 







Figura 45. Regulación de la 
permeabilidad de los vasos 
sanguíneos tumorales por SOD3. 
La acumulación de la SOD3 en el 
endotelio del tumor aumenta -
gracias a su actividad enzimática- 
la biodisponibilidad del NO, el cual 




Proponemos que la regulación del eje SOD3-NO-VEC puede ser una estrategia para 
mejorar la eficiencia de la quimioterapia. 
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3. SOD3 induce la adhesión y migración de linfocitos T al tumor  
La red de vasos sanguíneos aberrantes de un tumor actúa como una barrera que 
impide la adhesión y extravasación de linfocitos (Ryschich et al., 2002; Hamzah et al., 2008), 
mientras que su normalización aumenta específicamente la infiltración de células linfoides 
que promueven una respuesta antitumoral.  Otro de los hallazgos de este trabajo fue la 
identificación de la SOD3 como mediador de la adhesión y migración específica de 
leucocitos en el tumor. El aumento en los niveles de esta enzima en tumores LLC mediante 
Lov o adenovirus potenció específicamente la migración de las células T, observándose una 
tendencia a la reducción en la migración de las células mieloides CD11b+ (FIG. 23 y 33).  
Existe cierta discrepancia sobre el papel de la SOD3 en el sistema immune. 
Numerosos estudios indican que la SOD3 altera el estado inflamatorio del tejido dañado, 
pero su mecanismo de acción no se ha definido (Folz et al., 1999; Laukkanen et al., 2001; 
Laukkanen et al., 2002). Algunos estudios sugieren que los niveles elevados de esta enzima 
reducen la formación de metabolitos quimioatrayentes para células polimorfonucleares y 
macrófagos (Folz et al., 1999). También existen evidencias de que los aniones superóxido 
inducen la adhesión de leucocitos (Cartwright et al. ,1997). Por otro lado, se ha descrito que 
la SOD3 reduce el reclutamiento de células del sistema immune al sitio de inflamación 
(Laurila et al., 2009). Como se menciona anteriormente, nuestro interés va dirigido a estudiar 
la función de la SOD3 en el endotelio. Por lo tanto, analizamos el efecto de sobreexpresar 
dicha enzima específicamente en las EC (1G11-mock y 1G11-SOD3) sobre la adhesión y 
migración de leucocitos.  En este modelo in vitro, la sobreexpresión de esta enzima en las 
EC potenció específicamente la adhesión y migración de células CD3+ (FIG. 34). En el caso 
de las células mieloides CD11b+, se apreció un ligero descenso en su adhesión y migración 
(FIG. 34). Observamos que la sobreexpresión de SOD3 cambió el perfil de expresión de 
unos 800 genes las EC. Mediante la base de datos panther analizamos los procesos 
biológicos que estaban alterados (FIG. 35). Entre los procesos inducidos y reprimidos por la 
SOD3, la vía de señalización por integrinas y la vía de inflamación mediada por 
quimioquinas y citoquinas, respectivamente, eran las mejores representadas (FIG. 35). 
Ambas podrían explicar los cambios en adhesión y migración de linfocitos que hemos 
observado. Nos centramos en estudiar el patrón de expresión de las quimioquinas 
diferencialmente reguladas por la SOD3, siendo CCL2 y CCL7 las más reprimidas (FIG. 35). 
Ambas quimioquinas regulan el reclutamiento de las MDSCs y otras células mieloides en 
tumores, las cuales promueven el crecimiento tumoral y la metástasis en cáncer de mama, 
ovario y próstata (Fader et al., 2010; Qian et al., 2011 ; Zhang et al., 2010). La inhibición de 
la señalización  por CCL2 da como resultado una infiltración reducida de MDSCs, una 
reversión del estado inmunosupresor y una activación de células efectoras tumoricidas 
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(Chun et al., 2015; Li et al., 2013; Loberg et al., 2007). En muchos tipos de cáncer, estas 
células disminuyen la efectividad de la inmunoterapia, aumentando la producción de ROS y 
RNS (Muller, 2010). Además, suprimen la activación y proliferación de las células T 
(Gabrilovich y Nagaraj, 2009). Por tanto, disminuyendo los niveles de CCL2 en el tumor se 
reduce la acumulación de MDSCs. Por otro lado, la elevada producción de RNS en el tumor 
induce la nitración de CCL2, lo cual inhibe la infiltración de células T (Molon et al. 2011). La 
SOD3 no sólo inhibe la transcripción de CCL2 sino que también disminuye los niveles de 
RNS en el MT, lo que podría prevenir la nitración de dicha quimioquina. Planteamos la idea 
de que la SOD3, a través de la inhibición de la expresión de CCL2 en las EC, reduce la 
infiltración de MDSCs, aumentando así la proliferación y migración de las células T.   
La expresión de CCL2 está regulada por una red compleja de factores de 
transcripción, incluyendo NF-κB, C/EBP, AP-1, y Sp-1 (Yadav et al., 2010). NF-κB es un 
mediador clave de la inflamación por la inducción en la expresión de genes pro-
inflamatorios, tales como TNFα e IL1α, y moléculas de adhesión como ICAM-1 y VCAM-1 
(Denk et al., 2001). En otros estudios se ha descrito que la sobreexpresión de la SOD3 se 
correlaciona con una atenuación en la actividad de NF-κB (Azevedo et al., 2000; Hayashi et 
al., 2008; Laurila et al. 2009). Mediante análisis de enriquecimiento del conjunto de genes 
(GSEA), observamos que la mayoría de los genes diana de NF-κB se regulaban 
negativamente en las células 1G11-SOD3 (FIG. 35). Para validar este dato, demostramos 
que la sobrexpresión de la SOD3 inhibe la actividad de NF-κB previniendo su translocación 
al núcleo en células 1G11 (FIG. 36).  
Nos pareció muy interesante investigar cómo una enzima extracelular impedía la 
localización de NF-κB en el núcleo. En un estudio previo se demostró que la SOD3 
atenuaba la actividad NF-κB debido en parte a un aumento en la expresión del inhibidor 
IκBα (Laurila et al. 2009). Observamos aquí, sin embargo, que la expresión del gen de IκBα 
no cambiaba cuando se sobreexpresaba la SOD3 (FIG. 37). Sin embargo, sí observamos un 
aumento de esta proteína en las EC que sobreexpresaban la SOD3 (FIG. 37). 
Consideramos que esta enzima debe mediar en un mecanismo de regulación post-
transcripcional que afecta al procesamiento de IκBα. La degradación de esta proteína por el 
proteosoma está precedida por la adición de cadenas de ubiquitina (Oeckinghaus y Ghosh, 
2009). Observamos que en las células 1G11-SOD3 la ubiquitinación de IκBα fue 
notablemente menor que en las células 1G11-mock (FIG. 37). Se inicia aquí el estudio del 
mecanismo por el cual la SOD3 atenúa la actividad de NF-κB, a través de la inhibición de la 
degradación de IκBα.  Esta inhibición puede ocurrir por varios mecanismos: 1) bloqueo o 
atenuación del proceso de fosforilación de IκBα; 2) inhibición del proceso de ubiquitinación, 
en el que está implicado el complejo E3 ubiquitina ligasa; ó 3) fallo en la maquinaria de 
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degradación a través del proteosoma. El estudio de esta regulación requiere futuras 
investigaciones. 
Por otro lado, y dada la gran influencia de NF-κB en la regulación del tráfico 
leucocitario, consideramos la posibilidad de que la SOD3, a través de su inhibición, regule la 
migración de células T al tumor. En línea con esta hipótesis, observamos que la inhibición 
farmacológica de NF-κB en EC, aumentó la adhesión y migración de células CD3+, 
reduciendo la de células CD11b+ (FIG. 38).  
Este resultado sugiere que la SOD3, inhibiendo la activación del factor de 
transcripción NF-κB, produce cambios en la adhesión y migración de los leucocitos sobre las 





Figura 46. Regulación de la activación de NF-κB y de la adhesión y migración de células CD3+ por la 
SOD3. En presencia de elevados niveles de SOD3 dentro de la EC, a pesar del estímulo con TNFα, se inhibe la 
ubiquitinación y degradación de IκBα. Esto se traduce en una menor translocación de NF-κB al núcleo y una 
disminución en la expresión de CCL2. Por otro lado, el bloqueo en la señalización de NF-κB resulta en un 
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4. SOD3 regula NF-κB cuando es secretada vía exosomas  
La SOD3 es expresada principalmente por fibroblastos y células del músculo liso 
(Stralin, 1995) y no tanto por las EC. Sin embargo, puede ser endocitada por las EC a través 
de su unión a heparan sulfato (Chu et al., 2006) y a fibulina-5 (Andrew et al., 2004). Esta 
proteína podría ejercer su acción de forma autocrina y paracrina secretándose al medio 
extracelular y transportándose hacia otras células donde se ancla y endocita.   
Estudiamos si la adición de la SOD3 exógena, que simula un modelo paracrino, 
regula la actividad NF-κB. Generamos dos fuentes exógenas de proteína: medio de cultivo 
enriquecido en la SOD3 extracelular y SOD3 recombinante purificada a homogeneidad a 
partir de ese medio. Tras demostrar que las EC endocitan SOD3 en ambos casos (FIG. 40), 
analizamos los niveles de ARNm de CCL2 como gen reportero de la actividad NF-κB. 
Sorprendentemente sólo cuando las células se incubaban con el medio enriquecido en la 
SOD3 disminuía la expresión de CCL2 (FIG. 41).  Este resultado nos impulsó a plantear la 
hipótesis de que la SOD3 necesite algún componente del medio extracelular para regular la 
actividad de NF-κB.   
Numerosos estudios han mostrado que existe una vía de comunicación a través de la 
secreción de exosomas (Su et al., 2017). Los exosomas son vesículas extracelulares que 
pueden ser transportados de una célula donadora a una célula receptora transfiriendo  
información genética y proteínas efectoras entre estas células (Valadi et al., 2007). Esta 
comunicación vía exosomas adquiere gran importancia en procesos de remodelación de los 
vasos sanguíneos, ya que participan en la transferencia de moléculas reguladoras de la 
función vascular (Umezu et al., 2014; Tadokoro et al., 2013). Un ejemplo es la regulación de 
STAT3 en las células endoteliales a través de los exosomas derivados de las células 
estromales mesenquimales (Lee et al., 2012). En base a estos datos, y teniendo en cuenta 
que la adición del medio extracelular enriquecido en SOD3, y no la proteína purificada, 
regula la activación de NF-κB en células endoteliales, nos planteamos la posibilidad de que 
la SOD3 se secrete vía exosomas.  
En este trabajo se ha demostrado por primera vez, tanto mediante técnicas 
moleculares como citoquímicas, que la SOD3 se secreta al medio extracelular, al menos en 
parte, contenida en exosomas (FIG. 42). Además determinamos que la inhibición de NF-κB 
en las EC era dependiente de la adición de SOD3 en exosomas, y no la proteína purificada 
(FIG. 43). Esto puede ser debido a que la endocitosis de la SOD3 purificada ocurre 
mediante la vía de endocitosis dependiente de clatrina, que finalmente culmina en la 
degradación de la proteína (Chu et al., 2006). Sin embargo, mediante el transporte en 
exosomas la SOD3 puede liberarse al citosol –donde tiene lugar el proceso de regulación de 
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NF-κB- mediante fusión de membranas. Por tanto podemos concluir que la inhibición de la 
actividad NF-κB a través de la SOD3 en las EC precisa de la localización de esta enzima en 
exosomas.  
Una de las aproximaciones que llevamos a cabo para entender cómo ésta proteína 
contenida en exosomas es capaz de regular la actividad NF-κB, fue el análisis de las 
proteínas que interaccionan con SOD3 en las EC. El análisis del interactoma de la SOD3 
mediante LC-MS/MS identificó 588 proteínas, de las cuales 41 mostraron alta probabilidad 
de interacción con SOD3 (FIG. 44). La mayoría de estas proteínas se localizan en la matriz 
extracelular (sindecano-1 y -2, glipicano-6, y fibulinas -1, -2 y -5) y en exosomas (filamina B, 
sindecano-4, EFEMP1). Otra fracción importante de proteínas se localizaban en el citosol y 
el núcleo, como es el caso del factor de transcripción E3, el factor 2 de expresión de mielina, 
galectina-9 y la proteína CAND1. Estos resultados están en concordancia con lo descrito en 
otros trabajos, ya que la localización principal de la SOD3 en los tejidos es la matriz 
extracelular y sobre la superficie celular (Marklund, 1984-a; Marklund, 1984-b; Myung-Ja et 
al., 2012; Nguyen et al., 2004), y también se localiza en el núcleo (Ookawara et al., 2003). 
Además, la identificación de proteínas de interacción con la SOD3 en exosomas refuerza 
nuestro resultado de que SOD3 se localiza, al menos en parte, en exosomas.  
Hipotetizamos de que la interacción de  SOD3 y CAND1 puede ser importante en la 
regulación de NF-κB por la SOD3. CAND1 es una proteína que regula la formación de los 
complejos SCF (SKP1, CUL1, proteínas F box)  E3 ubiquitin ligasa  que controlan los niveles 
de proteínas IκB, entre otras (Zheng et al., 2002). Sugerimos que la asociación de SOD3 a 
CAND1 podría regular la actividad de los complejos SCF E3 ubiquitin ligasa a través de 
varios mecanismos. Una posibilidad es que la SOD3 estabilice la unión de CAND1 a CUL1. 
La interacción SOD3/CAND1/CUL1 impide la formación del complejo SCF, lo que 
conllevaría a la inhibición de la poliubiquitinación de IκBα. Otra posibilidad es que la SOD3 
secuestre a CAND1, evitando su asociación con CUL1. La unión de CAND1 a CUL1 por un 
lado estabiliza los niveles de las proteínas F box y por otro lado induce el ensamblaje de los 
complejos SCF para los cuales hay sustrato disponible (Pierce et al., 2013). La unión de 
SOD3 a CAND1 potenciaría la destrucción de las proteínas F box, ya que la unión de éstas 
a CUL1 induce su propia degradación cuando no hay sustrato disponible; en último término 
esto prevendría la ubiquitinación de las proteínas IκBα. No obstante, es necesaria la 
validación de la interacción SOD3/CAND1 en futuras investigaciones, así como de otras de 
las proteínas del análisis elegidas en base a su posible función en la regulación de la 
actividad de NF-κB. 
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En resumen, en este trabajo se ha identificado a la SOD3 como una proteína 
reguladora de la función endotelial en tumores. Esto es debido a que participa en la 
remodelación de los vasos sanguíneos y reduce la permeabilidad del endotelio a 
través del eje de regulación SOD3/NO/VEC. Además participa en la regulación de la 
migración de leucocitos a través de la inhibición de NF-κB. Esta actividad depende de 
la secreción de SOD3 en exosomas. Esta tesis abre una línea de investigación en el 
grupo con el fin de clarificar cómo SOD3 regula la actividad de los complejo culina/F-
box y la ubiquitinación de IκBa. Esto puede ser relevante desde el punto de vista 
traslacional, ya que hemos demostrado que  SOD3 modifica la función y composición 






























1. El tratamiento con lovastatina induce la normalización de los vasos sanguíneos 
tumorales en el modelo de tumor espontáneo de ratón MMTVneu. Esta 
remodelación de la red vascular mejora la eficiencia de la quimioterapia y 
modula la respuesta inflamatoria hacia una inmunidad antitumoral, aumentando 
la infiltración de linfocitos T CD8+ en el tumor e inhibiendo la polarización de los 
TAM hacia fenotipo M2.  
2. Se ha identificado un programa genético inducido por lovastatina relacionado 
con los cambios en la angiogénesis y en la respuesta inflamatoria. Destacamos 
la inhibición en la expresión del PlGF que media en la polarización de los 
macrófagos y la inducción de la enzima superóxido dismutasa extracelular 
(SOD3).  
3. La inducción en la expresión de la SOD3 por lovastatina en el parénquima 
tumoral aumenta la eficiencia de la quimioterapia, reduce la permeabilidad de 
los vasos sanguíneos tumorales y estimula una respuesta inflamatoria 
caracterizada por el aumento en la infiltración de células T CD3+.  
4. El aumento en los niveles de la SOD3 específicamente en las células 
endoteliales reduce la permeabilidad del endotelio a través del aumento en la 
expresión de la VEC. Esta inducción en la transcripción de esta proteína es 
dependiente del aumento en la biodisponibilidad del NO resultado de la 
actividad enzimática de la SOD3. 
5. SOD3 inhibe la vía de activación canónica del factor de transcripción NF-κB en 
las células endoteliales previniendo la ubiquitinación y degradación de su 
inhibidor IκBα.  
6. La sobreexpresión de la SOD3 y la inhibición farmacológica de NF-κB en las 
células endoteliales inducen un aumento en la adhesión y transmigración de 
células CD3+.  
7. La SOD3 se libera al medio extracelular en exosomas y su actividad sobre la 
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